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Silage studies. V. 
Origin of Spores of Anaerobic Microorganisms in Milk * 


The Influence of Feeding-practice and Hygienic Arrangements 


By 
GERDA NILSSON, PER ERIC NILSSON and ANDERS ABRAHAMSSON 


With 3 figures in the text 
(Hingegangen am 26. Marz 1956) 


Research on silage suffers seriously from the lack of definite standards 
of silage quality. There has been much discussion on which characteristics 
are to be considered as basic for the estimation of quality, and until such 
characteristics are established no reliable standards can be expressed. 

A basic qualification of a cattle fodder is its effect on the animal product. 
In the present connexion this is essentially the same as its effect on the 
milk quality, the quantitative aspect of production not being taken into 
consideration. 

As far as only such silage qualities that are suitable for fodder are 
concerned, investigations made by various workers indicate the ill effects 
of silage on milk quality to be limited to infection by anaerobic spores and 
disturbances due to the subsequent development of the anaerobes. 


Thus THomi and SwaRTLine (1952) investigated the influence of silage-feeding 
on milk-quality, and found the only deleterious effect to be a disturbance in cheese- 
making due to infection by spores of butyric acid bacteria. They claim that in 
cheese-making the spore content of the milk must be kept rigorously under control, 
and that spore-free milk can be produced only by using silage of very high quality 
or possibly. by improving hygienic standards in milk-production. The butyric acid 
bacteria of silage have been investigated also by van BryNumM and PetTE (1934), who 
found the main part of this flora able to ferment lactate. In a recent investigation 
Frens (1954) found spores of butyric acid bacteria frequently occuring in silage of 
different qualities. When feeding with silage of high spore-content it was very diffi- 
cult to prevent infection of the milk. 

ALLEN and Harrison (1937) found in their studies of this group of bacteria in 
silage a predominant fraction of Clostridium sporogenes. This strain is less anaerobic 
than Cl. butyricum. 

An important hygienic factor in milk production is the degree of contamination 
by faeces, the spore-content of which can greatly affect the milk quality. The 


* These studies are still in progress. We are indebted to the Swedish Foundation: 
“Fonden for framjande av forsknings- och férsdksverksamheten pa jordbrukets 
omrade” for generous financial support. We also gratefully acknowledge the encou- 
raging interest and support of Professor R. Nrisson. 
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content of spores of butyric acid bacteria in faeces was investigated by Linp (1951), 
who found in faeces from cows fed with a good silage about 1,000 spores per gram, 
and in faeces from cows fed with a bad silage 100,000—1,000,000 spores per gram. 

On the other hand an investigation made by PEDERSEN (1940/41) on the in- 
fluence of silage feeding on the quality of milk products shows no harmful effect of 
silage. Milk from cows fed with silage gave better butter than milk from cows not 
fed with silage. He did not find any differences in number of spores of butyric acid 
bacteria in milk produced by the two different feeding systems, but found a higher 
coli infection in the silage series. 

VirTANEN (1937) has investigated the content of spores of butyric acid bacteria 
in silage preserved by various methods, and has found that the spores are not 
destroyed in AIV-silage. 


A fairly high content of anaerobic spores does not necessarily mean that 
the silage is unsuitable for fodder. Therefore if the transfer of spores from 
silage to milk could only be eliminated, a certain number of spores could 
be tolerated in silage. Several important points now arise. What number 
of spores can be tolerated? Would it be possible, by improving the hygiene 
and technique of milk-production, to use a silage of higher spore-content ? 
Investment in such improvements might be more economical than emp- 
loying a method of silage-making which would strictly eliminate the 
development of even small numbers of anaerobic organisms. 

In the present paper will be reported some findings regarding the origin 
of anaerobic spores in milk , and some observations on how hygienic ar- 
rangements and feeding practice influence the spore-content of milk. 


Materials and methods 


Twenty-six farms, distributed in five counties in mid-Sweden, were chosen for 
sampling. Four farms in each county fed with silage. The hygienic standards were 
good at two of them and less satisfactory at the other two!. Samples were in the 
first place taken from silage, hay, faeces, air, and milk. Samples were also taken from 
straw and drinking-water, but these were considered of secondary interest. The milk- 
vessels were washed with 500 ml of a 0.02% solution of a surface-active agent 
(Tween 20), and samples were taken from the washing-water. In preliminary ex- 
periments the concentration of 'Tween 20 used was found to develop no anti-germi- 
native effect on the microflora. 

The local conditions of milk production were estimated. 

All sampling was done at the afternoon milking. 

The collection of spores from air was made in the following manner. A washing- 
flask was filled with a certain volume of water (20 ml). To this volume was added 
Tween 20 to lower the surface tension, which gave more efficient collection of spores 
from the air which was bubbled through in small bubbles. Ten litres of air were 
bubbled through at a rate of one litre per three minutes, the air being drawn through 
the water by connecting a ten-litre flask to the washing flask and allowing the water 
run out at the desired rate. 

The number of anaerobic spores belonging to the Clostridium group were in most 
cases estimated according to the method of RuscuMann and Harper (1931). 


* Suitable farms were found thanks to valuable collaborations from the county 
advisory officers. 
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Oxygen was eliminated from the tubes by pouring a cysteine agar on top of the 
media. Milk samples with low spore-content were analysed according to a modifica- 
tion of the WEINzIRL test proposed by van Beynum and Perrs (1934). 

Spores of the lactate-fermenting fraction of the anaerobic microbes were counted 
on a medium as described by RosENBERGER (1951), by inoculation with samples 
showing a positive reaction in the general test. 

The number of spores was calculated from the results of analysis according to the 
method of McCrapy (1946). 

The following were estimated on the silage samples: px, dry matter, 
total N, ammonia-N, soluble carbohydrates, lactic acid, acetic acid, 
propionicacid, butyric acid, 


and some higher volatile ‘lr? | Spores in 


; blue clas-\ milk 
acids. sification | flasks 
The standard of hygiene IV 500 


was estimated by examining 

the suitability of various frend 
technical arrangements and tie 
the organization of labour. 

As this estimate was to be 

of fundamental importance 

in the discussion of means 

of preventing transfer of 


spores to the milk, it was o-1 

checked in as many ways 

as possible. Milk-bottle OD Methylene blue classification 
4 Spores, number in milk flasks 

samples were tested, and [ Hygiene, estimated 


- checks were 
methylene blue h 3 ek f Fig. 1. Total number of spores in milk flasks and methylene 
made at the dairies. Dia- blue classification in hygienic groups on basis of estimation 


gram | shows the variations 
of these tests within the various hygienic groups made up by the farms 
(on the basis of the estimate). Hay-farms make a separate group, the silage 
farms comprising groups A—D of which A has the highest hygienic 
standard and D the lowest. 

The diagram shows good correlation between the classification into 
hygienic groups and the control tests, indicating that it forms a reliable 
basis for further discussion. 

Table 1 gives the data from the bacteriological analyses, showing total 
spores of anaerobes and spores of lactate fermenters, as well as the hygi- 
enic assessment of individual farms. 

The data from the chemical analyses are collected in table 2. In 
this table is also included an attempt at classifying the quality of the 
silages, using the method of Firec (1938), which to judge from other 
branches of our investigations on silage seems to give certain useful 


information. 
1 * 
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The distribution of the silages within different quality-groups on the 
basis of FireG-units is shown in table 3. 


Table 3. The distribution of the silage samples within different quality-growps 
a eS ee ee 


pcies of Means | Lactate FLIEG-units 
ee Pe Butyric-acid fermenters Individual as 
(a a a oe 
9 4.1 0.02 2.770 49 49 
4 4.4 0.16 34.500 44, 47, 48, 48 46.75 
4 4.5 0.24 618.400 30, 32, 33, 39 33.5 
3 Se 1.09 1.578.000 16, 16, 17 16.3 


This table also demonstrates the close connexion between content of 
butyric-acid and spores of lactate fermenting anaerobes in the various 
groups. The individual analyses are plotted in fig. 2. A marked change 
in direction can be seen on the quality-curve at about 50.000 spores of 
anaerobic lactate fermenters per gram of silage. This phenomenon is 
reflected also in the butyric-acid curve. 


o = Filieg units 
a ee «= Spore number in silage 
= %f 0 = Butyric acid (%) 
30 Ge 
ef F 
cs = 
Ww 5 10} S 
> ° 
S| 3 ° 3 
50 341 Soe : 
mr |S ame 
cS 
§3}-S06 
Ss 
& 
iy 
s a 4 
S 
(Se) 1 02 
gr 
0 


pe 
S 


EMMA ES EMO MEN EL DAS Ee th els 
Farm 


Fig. 2. The correlation between lactate fermenters and the butyric acid content of silage 


To form a sound basis for discussing the infection-rate of milk by an- 
aerobic spores from various sources at the place of production, the farms 
were put into different groups according to the number of spores in the 
milk samples. Five groups were thus made up. The hay farms formed a 
separate group for comparison. The silage farms were arranged in groups 
I—IV, group I with the lowest spore content in milk, group IV with the 
highest. The extremes of these groups coincide with the extremes when 
grouping on the basis of hygienic standard (see above), but the two 
central groups do not correspond. In the classification only the number 
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of lactate fermenters has been used, as these are known to be of direct 
harm in the dairy industry. The analytical data are shown in table 4 as 
quotients of group means indicated on fig. 3 and as total means based on 
results shown in Table 1. 


Table 4. Classification of farms, based on spore-content of milk 
Quotient of group means and total means 


Group Air Milk Silage | Faeces Hay 
Hay 0 0.02 Td. ern | 0.15 0.78 
I 0.46 0.02 0.01 | 0.22 0.43 
II | 0.69 0.26 0.07 | 1.47 | 0.69 
Il 1.54 1.07 1.33 | 1.37 is 
Vee 2.51 3.83 2.60 1.96 2.02 


In fig. 3 the data have been plotted as logarithms of spore number in 
units of material given on the diagram. The spore content of milk is shown 
to correspond to the contents of silage, hay, air, and faeces. 


The comparatively high spore-content of hay is striking: with such a 
high spore-count, the interference due to the spores from silage cannot 
be explained solely on the spore- 
count. Another explanation seems 
more probable in the light of the 
present data. On farms using silage 
the total volume of fodder from 


pores/g of faeces, hay, silage 


*.L : 
5 =, grassland has been considerably 
San increased. As grassland fodder as a 
= 
>P whole seems to be a dangerous 
8 : , 
Ss source of anaerobic organisms, the 
SES ; 
i very increase in the use of such 
ates ; fodder might be a sufficient reason 
<a e = silage “ce “cc 7 
S ol fates for the — spore-count to increase 
> © = milk to a deleterious level. 
8 e=ha : : 
~ 39 aed In an investigation on the surface 
0 flora of some fodder plants Ninsson 
Hay Z I I Vv 


Greupe and Nriisson (1956) report that these 

Fig. 3, Connexion between spore content of milk anaerobes probably do not belong to 
and silage, hay, faeces, and air. Group means the natural flora on the plant, but 
are incorporated into the plant- 

material from the soil during harvesting. The harmful effects of these 
organisms on milk production (which the present investigation has shown 
to originate not only from silage but also from other grassland products 
— usually collected by similar methods) thus might be entirely ascribable 
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to the harvesting-technique, which suggests that prophylaxis against 
infection should be undertaken not in the farmyard but on the field. Such 
factors as soil type, cultivation practice, etc., are probably also involved. 


Summary 


Samples from silage,_hay, milk, air, and faeces were taken at 25 farms 
in mid-Sweden, farms with different hygienic standards of milk-pro- 
duction being chosen. 

The correlation between fodder and milk-quality was investigated. 
The investigation was limited to the transfer of spores of anaerobes to 
the milk during feeding with silage of various qualities. 

The role of grassland fodders other than silage in spore-infection of 
milk is discussed. 
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Uber Hemmstoffwirkung und Resistenzbildung 
bei Bakterien* 


Von 


DIETER CLAUS 
Mit 16 Textabbildungen 


(Hingegangen am 15. Marz 1956) 


Mit der Entdeckung der Antibiotica hat das Studium wachstums- 


hemmender Stoffe und deren Einwirkung auf Bakterien zunehmende 
Bedeutung erlangt. Untersuchungen mit den verschiedensten Hemm- 
stoffen ergaben dabei, daB der Wachstumsverlauf einer Bakterienrein- 
kultur von verschiedenen Hemmstoffen in unterschiedlicher Weise 
beeinfluBt wird. Die gleiche Erscheinung zeigt sich bei der Einwirkung 
eines bestimmten Hemmstoffes auf verschiedene Bakterien. Bei einer 
graphischen Darstellung des Wachstumsverlaufs erhalt man so Kurven- 


100 


50 


Wachstum 


Hemmstoffeinwirkung. Linke Kurve ohne Hemmstoff 


70 15 20 


Zeit 
Abb. 1. Bakterien-Wachstumskurven unter 


(schematisch) 


bilder von verschiedenartigem 
Aussehen, wie dies in Abb. 1 
schematisch aufgezeichnet ist. 
Ein solches Kurvensystem 
findet sich auch beim Vergleich 
des Wachstumsverlaufes unter 
der Wirkung  verschiedener 

Nahrstoffkonzentrationen 
(vgl. A. RippEL-BaLpEs, 1955 
8. 155). 

Zur Deutung dieser Befunde 
werden in der Literatur die 


mannigfaltigsten Griinde angefiihrt (FLoREY u. Mitarb., 1949), wobei vor 
allem auf die Méglichkeit einer unterschiedlichen Beeinflussung der einzel- 
nen Wachstumsphasen hingewiesen wird. Wahrend so durch einen Hemm- 
stoff vor allem die lag-Phase verlingert werden soll, scheint bei anderen 
Stoffen die Hemmwirkung hauptsichlich die logarithmische oder statio- 
niire Phase des Wachstums zu betreffen. Haiufig werden die auftretenden 
Unterschiede durch verschiedenartige Wirkungsmechanismen zu erkliren 
versucht, obgleich tiber diese Mechanismen nur sehr wenig bekannt ist. 


* Teilergebnisse einer Dissertation ,,Uber Ursachen und Auswirkung des unter- 


schiedlichen Anpassungsvermégens der Bakterien an Hemmstoffe‘‘ der Mathema- 
tisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen (1955). 
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SchlieBlich spricht man in einigen Fallen von einer Verschiedenheit im 
Anpassungsvermégen an einen bestimmten Hemmstoff, wobei die Unter- 
schiede durch den Verlauf der Wachstumskurven charakterisiert werden. 

Das unterschiedliche Verhalten der Bakterien unter Hemmstoffein- 
wirkung sollte in der vorliegenden Arbeit auf breiterer Basis untersucht 
werden. Die Untersuchungen befassen sich zunachst mit der Frage, wie- 
weit die Art des Wachstumsverlaufs einer Bakterienkultur unter Hemm- 
stoffeinwirkung ein konstantes Merkmal ist. Von Beobachtungen wah- 
rend dieser Versuche ausgehend wurden dann Untersuchungen iiber die 
Ursachen des unterschiedlichen Wachstumsverlaufs unter Hemmstoff- 
einfluB angestellt und die Ergebnisse dieser Versuche schlieBlich zur 
Erklarung weiterer, bei Hemmstoffeinwirkung auf Bakterien auftretenden 
Erscheinungen herangezogen. 


Methodik 


Organismen. Fiir die Untersuchungen wurden Bact. coli, Staph. aureus, Bact: 
lactis aerogenes, Bact. prodigiosum (farbloser Stamm) und Proteus vulgaris heran™ 
gezogen. Diese Organismen wurden gewahlt, weil sie einerseits (mit Ausnahme von 
Staph. aureus) mit Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle auskommen kénnen, 
andererseits fiir Triibungsmessungen gut geeignet-sind. Zu Beginn der Untersuchun- 
gen wurden Einzell-Kulturen angelegt. 

Nahrlésungen. Die Hauptnahrlésung hatte folszende Zusammensetzung: NaCl 
0,5%, MgSO,-7H,O 0,02%, K,HPO, 0,2%, Glucose 1%, Bacto Difco Pepton 
0,759. Der pxo-Wert betrug nach Sterilisation bei 1,2 atii 7,0. Bacto Difeo Pepton 
wurde in verschiedenen Versuchsreihen durch andere Stickstoffverbindungen er- 
setzt. Die Menge dieser Stoffe wurde so gewahlt, daB die Nahrlésungen im N-Gehalt 
iibereinstimmten. Die durch Veranderung der Hauptnahrlésung auftretenden pqy- 
Verschiebungen wurden durch entsprechende Reaktionseinstellung vor der Sterili- 
sation ausgeglichen. 

Hemmstoffe. Als bakterienhemmende Stoffe wurden verwendet: Phenol, 8-Oxy- 
chinolin, Rivanol, Acridinorange, Natriumazid, Sublimat, Kupfersulfat, Patulin, 
Achromycin (= Aureomycin), Terramycin, Chloromycetin, Penicillin und Sulfa- 
thiazol. 

Impfmaterial. Um zu exakten Versuchsergebnissen zu gelangen, multe be- 
sonderes Augenmerk auf das Impfmaterial gelegt werden. Zur Aufrechterhaltung 
eines konstanten Testmaterials wurde nach den Verfahren der Antibioticaforschung 
vorgegangen (HENNEBERG, 1947). In einzelnen Versuchsreihen muften die durch 
Anwendung verschiedener N-Quellen méglichen stérenden Hinfliisse auf die Ver- 
suchsergebnisse ausgeschaltet werden. Hierzu wurden die zur Impfung verwendeten 
Kulturen iiber 5 Passagen hinweg auf derselben Nahrlésung vorkultiviert, bei der 
eine Beimpfung erfolgte. Die Einhaltung einer bestimmten Zellzahl wurde dadurch 
erreicht, da8 Impfkulturen bestimmten Alters angewandt wurden. Die zu diesem 
Zeitpunkt vorhandenen Zellzahlunterschiede, bedingt durch die unterschiedliche Er- 
nahrung der einzelnen Reihen, wurden durch entsprechendes Verdiinnen der be- © 
treffenden Kulturen ausgeglichen. 

Wachstumsmessungen. Doppelt konzentrierte Nahrlésung wurde bei 1,2 atti 
sterilisiert und anschlieBend mit einer 24 Std alten, entsprechend verdiinnten Bak- 
terienkultur beimpft. Durch sterile Abfiillung wurden jeweils 3 cm* dieser Lésung 
in Réhrchen gebracht, die bereits 3 cm* ebenfalls doppelt konzentrierte, sterile 
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Hemmstofflésung enthielten. Hierdurch war eine gré8tmégliche GleichmaBigkeit in 
der Verteilung der Hinsaat zu erzielen. 6 R6éhrchen wurden je Hemmstoffkonzen- 
tration angesetzt, je eines davon diente zur pa-Uberpriifung vor der Bebriitung. 
Diese erfolgte entsprechend den Optimumtemperaturen der Organismen. 


Um den Wachstumsverlauf verfolgen zu kénnen, wurden die Versuche teilweise 
mit Hilfe der Triibungsmessung ausgewertet. Die ZuverlaBigkeit dieser Methode 
hinsichtlich der Ubereinstimmung von Triibungsgrad und Keimzahl wahrend des 
ganzen Wachstums wurde als gegeben angenommen, nachdem in der Literatur iiber 
die ausreichende Genauigkeit dieser Beziehungen berichtet wird (Estor, 1927; 
Foster, 1942; Rapier, 1955). Als MeBgerat wurde das lichtelektrische Becherglas- 
Kolorimeter nach RreHM-LAaNcE herangezogen, das Messungen in Réhrchen durch 
einen angefertigten Einsatz mit enger Spaltblende erméglichte. 


Dem stérenden Absetzen der Zellen wurde zunachst durch kraftiges Aufschiitteln 
der Rohrchen zum MeBzeitpunkt entgegnet. Dies hatte jedoch in vielen Fallen eine ~ 
Beeinflussung des Wachstumsverlaufs, vornehmlich gegen Ende der logarithmischen 
Phase, zur Folge. Diese Stérung konnte dadurch umgangen werden, daf in jedes 
Rohrchen ein Riihrstabchen (etwa 1 cm Lange) gegeben wurde. Zum MeBzeitpunkt 
konnte so eine schnelle und gleichmaBige Triibung durch kurzes Aufstellen der 
Réhrchen auf einen Magnetriihrer erzielt werden. Die Messungen erfolgten in Ab- 
stiinden von 1—4 Std. 


Atmungsmessungen wurden mit Hilfe der Warburg-Apparatur, Modell V 
der Firma B. Braun, Melsungen, durchgefiihrt. Als Manometer dienten Doppel- 
capillarmanometer, als Gefai8e wurden solche mit seitlichen Ansatzen verwendet. 


Die Sauerstoffaufnahme wurde mit Hilfe der Messung der Druckanderung in 
Gegenwart von KOH nach der Formel 2 = A-k bestimmt (2 = Druckdifferenz, 
k = GefaBkonstante). Uber die Ableitung dieser Formel und iiber weitere theore- 
tische und praktische Fragen der manometrischen Technik wird auf UMBREIT u. Mit- 
arb. (1951) verwiesen. 


Die manometrischen Versuche wurden folgendermafen durchgefiihrt: Als Impf- 
material diente eine genau 24 Std alte Fliissigkeitskultur. Diese wurde abzentri- 
fugiert und anschlieBend mit einem Teil des Zentrifugats 25 cm’ sterile Nahrlésung 
beimpft. Die Impfmenge war so bemessen, daf 1 cm* Versuchsnahrlésung etwa 
108 Zellen enthielt. Die ReaktionsgefaBe erhielten 2 cm* dieser beimpften Nahr- 
lésung, der seitliche Ansatz enthielt 0,1 em* der entsprechenden Hemmstofflésung 
(Hemmstoffe in Phosphatpuffer gelést), die Kontrolle 0,1 cm® reinen Phosphat- 
puffer. Der Zusatz der Hemmstoffe erfolgte zu Anfang der logarithmischen Wachs- 
tumsphase, deren Beginn durch Vorversuche festgestellt wurde. Die Werte der 
Druckabnahmen wurden in Abstinden von 30 min abgelesen, die Versuchstemperatur 
entsprach den Optimumtemperaturen der Bakterien. 


Lebendzellzahl-Bestimmung. Zur Bestimmung der vermehrungsfahigen 
Zellen in Abhingigkeit von der Hemmstoffkonzentration wurden 8 cm* hemmstoff- 
haltiger Nahragar mit 2 cm® einer Bakteriensuspension vermischt. Die Zahl der in 
dieser Suspension enthaltenen Zellen wurden durch entsprechendes Verdiinnen der 
Ausgangskultur so gewaihlt, daB auf den Platten bis 300 Kolonien erschienen. Wah- 
rend bei den niedersten Hemmstoffkonzentrationen hohe Verdiinnungsstufen not- 
wendig waren, wurden bei hohen Hemmstoffkonzentrationen 2 - 108 Zellen als Impf- 
material gegeben. Die Kolonienzahl wurde nach 4tigiger Bebriitung ausgezahlt 
und die Zahl der gegen die einzelnen Hemmstoffkonzentrationen resistenten Zellen 
der angewandten Verdiinnungsstufe entsprechend berechnet. Von jeder gepriiften 
Konzentration wurden 5 Parallelplatten ausgezahlt und die Durchschnittszahlen 
fiir die Darstellungen verwendet. 
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Ergebnisse 


Der HinfluB der Stickstofferndhrung auf die Wirkung von 
Hemmstoffen bei Bakterien 


Da bekannt ist (Literatur bei Frorry u. Mitarb., 1949), daB die 
Stickstoffernahrung einen wesentlichen EinfluB auf die Empfindlich- 
keit der Mikroorganismen gegentiber Hemmstoffen ausiiben kann, wurden 
zunaichst Versuche mit verschiedenen Stickstoffquellen angestellt. 

In Tab. 1 sind die Grenzkonzentrationen einiger Hemmstoffe in Ab- 
hangigkeit von verschiedenen Stickstoffquellen zusammengestellt. Mit 
zunehmender Wachstumsgeschwindigkeit, bedingt durch die Giite der 
jeweiligen Stickstoffverbindung, werden steigende Hemmstoffkonzentra- 
tionen bendtigt, um eine minimale Wachstumshemmung zu erreichen. Als 
Vermehrungsgeschwindigkeit wird dabei der Anstieg der Wachstums- 
kurve wahrend der logarithmischen Phase gewertet. Durch Konzentra- 
tionsinderung der Stickstoffquellen konnte dagegen keine wesentliche 
Anderung der Hemmstoffempfindlichkeit beobachtet werden. 

Nachdem bestitigt war, da8 die Empfindlichkeit der Organismen 
gegentiber Hemmstoffen ohne weiteres veriindert werden kann, konnte 
der eingangs gestellten Frage nach der Konstanz des Verlaufs der Hem- 
mungskurven weiter nachgegangen werden. 

Die Ergebnisse fiir Bact. coli sind in Tab. 2 zusammengefaBt. Da es auf 
den Verlauf der Wachstumskurven ankam, sind nicht einzelne MeBwerte 
aufgefiihrt, sondern der Verlauf der Kurven bildlich angedeutet. Die auf- 
tretenden Kurvenbilder konnten einer der drei in Abb. 1 schematisch 
dargestellten Wachstumskurven zugeordnet werden. Die Stickstoffver- 
bindungen sind in der Tabelle ihrer Giite entsprechend angeordnet. So 
kann die eingetretene Verainderung des Hemmungskurvenverlaufs in 
Abhiangigkeit von der Qualitit der Stickstoffquelle sofort erkannt 
werden. Zwar bestehen keine direkten Beziehungen zwischen der Kurven- 
verlauf-Abanderung und der Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien, 
doch 148t sich allgemein erkennen, da8 mit abnehmender Giite der Stick- 
stoff- Quelle die Art der Wachstumsbeeinflussung sich demjenigen Kur- 
venbild nahert, bei dem gegeniiber der Kontrolle vor allem eine Beein- 
flussung der logarithmischen und stationéren Phase des Wachstums zu 
erkennen ist. Entsprechende Ergebnisse zeigten Versuche mit Bact. lactis 
aerogenes und Bact. prodigiosum. 

Die Versuchsergebnisse lassen folgende Erklarungen zu: 1. die Hemm- 
stoffbeeinflussung der verschiedenen Wachstumsphasen wird durch die 
Art der N- Quelle bestimmt, oder 2. bei verschiedener N-Ernaéhrung kann 
fiir den unterschiedlichen Kurvenverlauf ein verschiedenartiger Wir- 
kungsmechanismus verantwortlich gemacht werden, oder 3. die An- 
passung der Bakterien an einen Hemmstoff ist von der N- Quelle abhiangig. 


. 
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Tabelle 2. 
Typen der Wachstumskurven bet verschiedenen Hemmstoffen und Stickstoffquellen. 
(Die Zahlen in ( ) geben die Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien an; s. Tab. 1) 
ee Re 


das 


Ee 


ae 


Bact. coli 
Phenol 


Sublimat 


8-Oxychinolin 


Rivanol 


Aureomycin 


Terramycin 


Chloromycetin 


Patulin 


Acridinorange 


Sulfathiazol 


Bacto P. (63) 
Pepton S (62) 


Bacto P. (63) 
Pepton S (62) 


Bacto P. (63) 
Pepton S (62) 
Witte P. (50) 
Asparagin (50) 
Harnstoff (34) 
Bacto P. (63) 
Pepton § (62) 
Glutamins. (37) 


Witte P. (50) 
Asparagin (50) 
Glykokoll (37) 
Bacto P. (63) 
Pepton 8S (62) 


Bacto P. (63) 
Pepton S (62) 
Asparagin (50) 
Glykokoll (37) 
Bacto P. (63) 
Pepton 8S (62) 
Witte P. (50) 
Glutamins. (38) 


Witte (50) 
Asparagin (50) 
Harnstoff (34) 
Bacto P. (63) 
Pepton §S (62) 


alle N- Quellen 


Glutamins. (38) 
NH,Cl (33) 
Leucin (24) 


alle anderen 
N- Quellen 


Glutamins. (38) 
Harnstoff (34) 
NH,Cl (33) 


alle anderen 


N- Quellen 
alle N- Quellen 
Witte (50) 
Glutamins. (38) 
Harnstoff (34) 
NH,Cl (33) 
Asparagin (50) 
Glykokoll (37) 
Harnstoff (34) 
NH,Cl (33) 
Glykokoll (37) 
NH,Cl (33) 
Leucin (24) 


alle anderen 
N-Quellen 


Die folgenden Untersuchungen zeigten, daB fiir den Zusammenhang 
zwischen Wachstumsverlauf gehemmter Bakterienkulturen und der N- 
Ernahrung Anderungen im Anpassungsvermégen der Bakterien verant- 


wortlich gemacht werden miissen. 


Die unterschiedliche Einwirkung der Hemmstoffe auf die 


Bakterienatmung und deren Ursache 


Nach einer Beobachtung wihrend der vorangehenden Versuche mit 
Bact. coli fiel auf, da& die durch Rivanol hervorgerufene zeitliche Ver- 
zogerung des Beginns einer meBbaren Triibung bei diesem Bakterium 
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nicht einer Verlingerung der lag-Phase zugeschrieben werden kann. Im 
Plattentest zeigte sich namlich, daB mit zunehmender Konzentration des 
Hemmstoffes ein zunehmender Teil der eingesiten Zellen vermehrungs- 
unfihig blieb. Bei der weiteren Uberpriifung dieses Ergebnisses zeigte 
sich schlieBlich, daB die im Plattentest erhaltenen, mit steigender Kon- 
zentration des Rivanols abnehmenden Zellzahlen einer normalen Ver- 


teilung weitgehend entsprechen. 

In neuerer Zeit berichten lediglich Hueues (1952) und Eacue u. Mitarb. (1952) 
iiber ahnliche Ergebnisse bei Penicillin und Streptomycin. Weitere Angaben 
konnten nur alteren Arbeiten entnommen werden. So berichten z. B. PAUL u. 
Krone (1896, 1897), daB mit steigender Giftkonzentration nicht ein bestimmter 
Punkt erreicht wird, an dem alle Zellen getétet werden, daB vielmehr eine allmahliche 
Totung stattfindet. Ahnliche Beobachtungen an Bakterien und Pilzsporen erwahnt 
StrEvENs (1898). Diese Angaben iiber die Empfindlichkeitsverteilung innerhalb von 
Bakterienkulturen stehen im Gegensatz zu Arbeiten von DEMEREC (1948), Bryson 
u. DEMEREC (1950) u. a., wonach der Durchschnitt der Zellen einer Population ein- 
heitliche Empfindlichkeit besitzt, daneben aber wenige resistentere Zellen vor- 
handen sind, die durch spontane Mutation entstanden sind. 


Da diese Theorie der Bildung spontaner Resistenzmutanten heute all- 
gemein fiir alle Hemmstoffe als giiltig anerkannt wird, schien es wichtig, 
genauere Untersuchungen mit verschiedenen Hemmstoffen und Bakterien 
hinsichtlich der Empfindlichkeitsverteilung innerhalb der Populationen 
anzustellen. Gleichzeitig interessierte die Frage, wie sich eine unterschied- 
liche Resistenzverteilung innerhalb der einzelnen Populationen auf den 
Wachstumsverlauf einer Bakterienkultur auswirkt. 


Die normalen Atmungskurven einiger Bakterien 


Fiir diese Untersuchungen war es wiinschenswert, eine Methode anzuwenden, bei 
der auch eine eventuelle Abtétung der eingesiiten Zellen durch einen Hemmstoff er- 
kannt werden kann. Neben der relativ ungenauen und vor allem fiir gréBere Ver- 
suchsreihen umstandlichen Methoden der Lebendzellzihlung eignet sich zur Verfol- 
gung des Wachstumsverlaufs hervorragend die Methode der fortlaufenden mano- 
metrischen Messung des Sauerstoffverbrauchs von Bakterienkulturen, wie sie vor 
allem von Hirson (1944/45) fiir die Einwirkung von Penicillin und Sulfonamiden 
auf Bakterien ausgearbeitet wurde. Hierbei ist es méglich, die Wirkung eines Stoffes 
unmittelbar nach dessen Zusatz abzulesen und dessen weitere Einwirkung fort- 
laufend zu verfolgen. Durch die Messung der AtmungsgréBen (Sauerstoffverbrauch 
je Zeiteinheit) sich vermehrender Bakterien la8t sich nach Hrrsou ein anschauliches 
Bild vom Verlauf des Wachstums gewinnen (Beginn, Geschwindigkeit, Umfang und 
Stillstand). Wahlt man im Koordinatensystem die Ordinate logarithmisch, dann 
verlauft die Atmungskurve entsprechend der logarithmischen Wachstumsphase 
geradlinig und fallt nach Erreichen eines Maximums ab. Der Verlauf einer solchen 
Atmungskurve ist natiirlich von verschiedenen Faktoren abhaingig, von denen die 
fiir die eigenen Untersuchungen wichtigen im folgenden kurz beschrieben werden. 


Verschiedene Bakterien haben unter optimalen Bedingungen eine 
unterschiedliche Generationsdauer. Dies driickt sich im unterschied- 
lichen Anstieg der Atmungskurven aus (Abb. 2). Das gleiche Bild zeigen 
Atmungskurven eines bestimmten Bakteriums, die bei verschiedener 


Uber Hemmstoffwirkung und Resistenzbildung bei Bakterien AZ 


Temperatur aufgenommen werden (Abb. 3). Die Generationsdauer 
nimmt mit fallender Temperatur stark zu, so daB schlieBlich Atmungs- 
kurven erhalten werden, die denen ruhender Kulturen nahekommen. 
Eine Anderung der Einsaatmenge driickt sich in einer parallelen Ver- 
schiebung der Atmungskurven aus. Der 
Zeitpunkt der ersten meBbaren Atmungs- 
groBen ist der verringerten Einsaat ent- 
sprechend zeitlich verzégert (Abb. 4). 
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Abb. 4. Bact. coli, Atmungskurven bei verschiedener Hinsaatmenge 


Einwirkung von Hemmstoffen auf die Bakterienatmung 

Nachdem in Vorversuchen festgestellt worden war, welcher Konzentra- 
tionsbereich fiir eine Atmungshemmung in Frage kam, wurden den sich 
vermehrenden Bakterien Hemmstoffe in abgestuften Konzentrationen 
zu dem erwaihnten Zeitpunkt (in den Abbildungen durch {| gekenn- 
zeichnet) zugegeben. 

Abb. 5 zeigt die Atmungskurven von Bact. coli unter der Kinwirkung 
von Phenol. Mit steigender Konzentration des Hemmstoffes nimmt der 
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Neigungswinkel der Atmungskurven ab. Dies bedeutet eine Herabsetzung 
der Vermehrungsgeschwindigkeit. SchlieBlich wird durch 2 mg/cm* 
Phenol die Vermehrung vollstandig gehemmt, die Atmungskurve ver- 
lauft entsprechend der ruhender Bakterien. Steigert man die Konzen- 
tration weiter, so sterben die Zellen der Konzentration entsprechend 
mehr oder weniger schnell ab. 

Patulin (Abb. 6) beeinfluBt in niederen Konzentrationen diesen 
Bakterienstamm entsprechend dem vorangehenden Beispiel. Mit steigen- 
der Konzentration dieses Stoffes variiert der Anstieg innerhalb der 
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Abb. 5. Bact. coli, Atmungsbeeinflussung durch Abb. 6. Bact. coli, Atmungsbeeinflussung durch 


Phenol. Kurvea 1,2 mg/cm*, Kurve 61,5 mg/cm‘, Patulin. Kurve a 6 y/em*, Kurve } 10 y/cem’, 
Kurve ¢ 1,8 mg/em*, Kurve d 2,0 mg/cm, Kurve ¢ 15 y/em’, Kurve d 20 y/em’, Kurve e 
Kurve e 2,3 mg/cm*, Kurve f 2,5 mg/cm* 30 y/em*, Kurve f 40 y/em*, Kurve g 50 y/cm’, 


Kurve h 60y/cem® 


einzelnen Atmungskurven von MeSpunkt zu MeBpunkt, so da diese ein 
stufenformiges Aussehen erhalten. Auch hinsichtlich der maximalen 
AtmungsgroBen unterscheidet sich die Patulinwirkung von der des 
Phenols. Die Maxima werden zwar ebenfalls mit steigender Hemmstoff- 
konzentration geringer, jedoch zu einem der ansteigenden Konzentration 
entsprechenden spateren Zeitpunkt erreicht. 


Wesentlich ausgepriigter ist unter dem Einfluf§ von Acridinorange 
(Abb. 7)! die zeitliche Verzégerung der maximalen AtmungsgréBen, die 
selbst bei anfanglichem Abfall der Atmungskurven die Werte der Kon- 
trolle erreichen kénnen. 


1 In dieser und den folgenden Abbildungen fallen die nicht meBbaren Werte 
(unter 1 mm* O,/cem*/30 min) aus. 
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Wahrend bei den bisher angefiihrten Hemmstoffen nur ein flacher 
Kurvenanstieg zu verzeichnen war, indert sich das Bild vollig bei der 
Einwirkung von Kupfersulfat (Abb. 8). Selbst bei starken Konzentra- 
tionen, bei denen nach Zusatz des Hemmstoffes die AtmungsgréBen sehr 
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Abb. 7. Bact. coli, Atmungsbeeinflussung durch Acridinorange. Kurve a 20 y/em®, Kurve b 35 y/cm, 
Kurve ¢ 65 y/em*, Kurve d 120 y/em*, Kurve e 200 y/cm, Kurve f 250 y/em? 


Hh at ca A 
0 @ 4 6 & 170 


fp ' 6 & Std 7 6 8 Std 70 
Abb. 8. Bact. coli, Atmungsbeeinflussung durch Abb. 9. Bact. coli, Atmungsbeeinflussung durch 
Kupfersulfat. Kurve a 2 y/cm’, Kurve b 6 y/em', Rivanol. Kurve a 4y/cm’, Kurve } 10 y/cm’, 
Kurve ¢ 15 y/em’, Kurve d 30 y/cm*, Kurve e Kurve ¢ 30 y/em®, Kurve d 70 y/cm*, Kurve e 


60 y/em*®, Kurvef 100 y/em*, Kurve g 140 y/cm® 120 y/em*, Kurve f 180 y/em*, Kurve g 300 y/em* 


rasch abfallen, steigen diese wieder an und verlaufen dann parallel zur 
Kontrolle. 

Als extremer Fall kann die Beeinflussung durch Rivanol angesehen 
werden. Entsprechend der Konzentration fallen die Atmungsgr68en mehr 
oder weniger steil ab, gefolgt von einem plétzlichen Wiederanstieg. Das 
so erhaltene Kurvenbild (Abb. 9) entspricht weitgehend dem in Abb. 4 
dargestellten Versuch der Atmungskurven abgestufter Hinsaatmengen. 

Die weiteren Untersuchungen iiber die Atmungsbeeinflussung von 
Bact. coli mit einer Anzahl anderer Hemmstoffe zeigten, da die in 
Abb. 5—9 dargestellten Kurvenbilder immer wieder auftreten. Das 
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gleiche gilt fiir Atmungskurven anderer Bakterien unter dem Einflub 
dieser Stoffe. Diese Befunde ermdéglichen es, auf die graphische Darstel- 
lung weiterer Versuche zu verzichten. Die Ergebnisse sind in Tab.3 zu- 
sammengefaBt. Hierbei sind die einzelnen Kurventypen mit romischen 
Ziffern bezeichnet, wobeil der Abb. 5, II der Abb. 6, III der Abb. 7 und 
IV der Abb. 9 weitgehend entsprechen. Bei Stoffen, die nur eine bacterio- 
state Wirkung besitzen, konnte allerdings der in den Abbildungen dar- 
gestellte Abfall der Atmungsgr6Ben in keinem Falle beobachtet werden. 


Tabelle 3. Art der Atmungsbeeinflussung 
Erklarung im Text 


| Bact. | Staph. Bact. Bact. Proteus 
coli aureus | lactis prodigiosum | vulgaris 
Phenol, bactericid ... . I II Il Iil II 
Sublimat, bactericid . .. II patie IV IV il 
8-Oxychinolin, bactericid . Il II I It 
Rivanol, bactericid. . . . IV II OT ey II Ill 
Aureomycin, bacteriostat . II I II jean LT. II 
Terramycin, bacteriostat . I II Ii IV II 
Chloromycetin, bacteriostat LT hy LL IIL I III 
Patulin, bactericid . . . . II ij ShVee Se Ree eae IV 
Acridinorange, bactericid . TiS; IV II oath IV 
Sulfathiazol, bacteriostat . I She Ll a I b Dap (it 


Die Atmung verschiedener Bakterienarten wird demnach durch ein 
und denselben Hemmstoff in sehr unterschiedlicher Weise beeinfluBt, 
auch von solchen Stoffen, denen man auf Grund ihrer nahen chemischen 
Verwandtschaft einen gleichen Wirkungsmechanismus zuschreiben 
konnte. Nicht in diese Gruppe einreihbar waren Atmungskurven, die 
unter der Wirkung von Penicillin oder Natriumazid entstanden. 


Die Ursachen des Abfalls der AtmungsgréBen 
nach der Zugabe von Hemmungsstoffen 


Uber die Ursachen des Verlaufs, vor allem iiber den nach Hemmstoff- 
zusatz beobachteten Abfall der Atmungskurven, konnten nach den voran- 
gehenden Versuchsergebnissen keine niheren Aussagen gemacht werden. 
Neben einer Abt6tung der ganzen oder eines Teiles der Population konnte 
eine selektive Schidigung der Atmungsfermente einen Abfall der At- 
mungsgrofen bedingen, ohne dafi dabei andere physiologische Leistungen 
der Zellen direkt beeintrachtigt werden. Somit schien es wichtig, die Be- 
ziehungen zwischen den Atmungsgr6Ben und den dazugehérigen Keim- 
zahlen nachzupriifen. 


Die vorliegenden Arbeiten zeigen, daf innerhalb der logarithmischen Wachs- 
tumsphase die Atmungsgréfen der Keimvermehrung direkt proportional gehen 
(Hirscu, 1936; Grea u. Hoogerners, 1941), sofern die Keimvermehrung nephe- 
lometrisch verfolgt wird. 
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Aus diesem Grunde wurden ebenfalls Vergleiche zwischen Triibungs- 
grad und AtmungsgréBen zu verschiedenen Zeitpunkten angestellt. 
Tab. 4 zeigt einen Ausschnitt der Ergebnisse. 

Bei der Einwirkung von Hemmstoffen auf Bakterien war natiirlich von 
vornherein, sofern man den Atmungsabfall zunichst auf eine Abtotung 
zuruckfiihrte, ein konstantes Verhaltnis zwischen Triibungsgrad und 


Tabelle 4. Atmungs- und Triibungsvergleich wachsender Bakterien 
(Ende der logarithmischen Wachstumsphase mit —> gekennzeichnet) 


, See O,-Aufnahme O,-Aufnahme 
Bacterium | des Sea as /em?/30 min Triibungsgrad ea 
Bact. coli | 2 3,4 Le 2,0 
2,5 7,0 3,9 1,8 
| 3 17,0 8,0 2,1 
3,5 34,4 Via 1,9 
4 75,0 37,0 2,0 
4,5 124 64 1,9 
> 5 126 86 1,5 
5,5 110 100 1,1 
Staph. aureus 2 3,8 1,2 3,2 
2,5 6,7 1,9 3,5 
3 11,0 6 3,0 
3,5 22,4 6,4 3,5 
4 39,0 11,0 3,5 
4,5 67,0 19,5 3,5 
5 115 33,5 3,4 
5,5 192 60,0 3,2 
— 6 215 82 2,6 
6,5 203 100 2,0 


Atmungsgr6Ben nicht zu erwarten. Sehr unwahrscheinlich war auch eine 
Ubereinstimmung zwischen Keimzahl und AtmungsgréBen, da das mikro- 
skopische Bild sehr oft eine durch die Hemmstoffe verursachte Grofen- 
anderung der Einzelzellen zeigte. Da es darauf ankam, zu entscheiden, ob 
der Abfall der Atmungsgré8en auf einer teilweisen Abtétung der Popu- 
lation oder auf einer selektiven Schadigung der Atmungsfermente be- 
ruht, wurden weitere Versuche an ruhenden Kulturen unternommen. 
Dabei wurde vorausgesetzt, da durch Hemmstoffe, welche die Atmung 
ruhender Zellen nicht beeinflussen, eine selektive Schidigung der At- 
mungsfermente ausgeschlossen werden kann. 

Es zeigte sich, daB Hemmstoffe mit ausschlieSlich bacteriostatischer 
Wirkung in keinem Falle die Atmung ruhender Zellen beeinflussen. Dies 
war zu erwarten, denn bei wachsenden Kulturen konnte unter dem EKin- 
fluB dieser Stoffe niemals ein schroffer Atmungsabfall beobachtet werden. 

Auch in Gegenwart bactericider Sustanzen kann eine selektive Schadi- 
gung der Atmungsfermente ausgeschlossen werden. Der angewendeten 
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Konzentration entsprechend tritt ein mehr oder weniger groBer Abfall der 
Atmungsgré8en nach Einwirkung des Stoffes ein. AnschlieBend verlauft 
die Atmungskurve jedoch wieder parallel der unbeeinfluBten Kontrolle. 
Bestimmt man nun die Zellzahlen dieser mit verschiedenen Konzentra- 
tionen behandelten Kulturen, so zeigt sich zwischen den AtmungsgroBen, 
also hier zwischen dem Niveau der Atmungskurven und den dazuge- 
hérigen Zellzahlen, eine sehr gute Ubereinstimmung. Tab.5 gibt einen 
Ausschnitt dieser Ergebnisse. Lipscuirz (1923) berichtet tiber ent- 
sprechende Erscheinungen bei anderen Desinfektionsmitteln. 


Tabelle 5 
O,-Aufnahme : 
Bakteron rrr ey dom" oui? /80 Mi Lebendzellzahl x 10 Oana 
2,5 Std nach Hemmstoffzugabe 
Bact. coli Rivanol 
nig 20 5 0,25 
¢ 14,7 4 0,27 
14 11,2 3,2 | 0,28 
20 9,5 2,5 0,26 
40 6,5 Ly 0,26 
80 3,6 1,0 0,26 


Eine selektive Schadigung der Atmungsfermente kann so bei den unter- 
suchten Hemmstoffen nur von untergeordneter Bedeutung sein. Der beob- 
achtete Abfall der AtmungsgréBen kommt somit durch eine partielle 
Abtotung der Bakterienpopulationen zustande. 


Heterogenitdit und Homogenitit der Zellen 


Die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen einer 
Population gegeniiber Hemmstoffen und deren Verteilung 


Die Wichtigkeit der oben bereits erwihnten Empfindlichkeitsvertei- 
lung innerhalb einer Bakterienkultur war der AnlaB, simtliche zu den 
Atmungsversuchen herangezogenen Hemmstoffe und Bakterien in dieser 
Hinsicht zu priifen. Dabei konnte die Feststellung gemacht werden, daB 
alle Bakterienkulturen aus unterschiedlich empfindlichen Zellen zu- 
sammengesetzt sind, so daB mit steigenden Hemmstoffkonzentrationen 
ein zunehmender Teil der eingesiten Zellen vermehrungsunfahig bleibt. 
Die dabei erhaltenen Uberlebendenkurven kommen allgemein der Kurve 
einer Normalverteilung sehr nahe, wie dies die Abb. 10 erkennen laBt. 

Die Unterschiede, die bei den einzelnen Hemmstoffen und Bakterien in 
der Empfindlichkeitsverteilung auftreten, driicken sich in der unter- 
schiedlichen Variationsbreite aus, wie dies in Tab. 6 zum Ausdruck 
kommt. Die Variationsbreite wird dabei durch das Verhaltnis der Kon- 
zentrationswerte fiir maximale und minimale Hemmung gekennzeichnet ; 
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Ble schwankt zwischen Werten von etwa 100 und 2 und bezieht sich auf 
eine Bakterienzahl von etwa 2-108 Zellen. Die absoluten Konzentra- 
tionswerte spielen hierbei natiirlich keine Rolle. 


| kod colr-Patulin 


log. Zahl der Uberlebenden Zellen 


Konz.ycm* 300 5 = 10 Kone. yfem® 100 1 Konz.mg/em370 


Abb. 10. Bact. coli, Zahl der Uberlebenden in Abhingigkeit von der Hemmstoffkonzentration 


Die Empfindlichkeitsverteilung ist also auBerordentlich verschieden. 
Im folgenden wird daher von Populationen mit unterschiedlicher 
Heterogenitat gesprochen, Kulturen mit nur sehr geringer Varia- 
tionsbreite werden als homogen bezeichnet. Die Heterogenitat bezieht 
sich dabei natirlich immer nur auf einen bestinmten Hemmstoff. 


Tabelle 6. Variationsbreite der Hemmstoffempfindlichkett 
(Erlauterung im Text) 


Bact. Staph. Bact. Bact. Proteus 

colt aureus lactis prodigiosum| vulgaris 
Phenols? Serine RE, 2,5 9 50 33,4 10 
He@lidiae @Reshttiiseall - 12 50 100 87,5 4 
8-Oxychinolin ..... | 16 10,5 9 39 8,5 
PRAM ATIO a Suthve oy emake | ahah s 75 10 70 10 33,5 
Numaeereeaehay doy ASO Bows ll 27 7,5 51 8 
Perramyciny..". sos) 2,0 9 41,5 75 8,3 
Chloromycetin ..... 10 50 25 2,5 al 
Pataline’. 7 fit. 2” ers 10 80 39 9,3 75: 
Acridinorange ..... 41,5 100 9 11 91 
Sulfathiazol er’. HeRrs.” . 12 9 2,5 50 10 


Die Zusammenhiange zwischen der Heterogenitaét von 
Bakterienkulturen und dem Verlauf der Atmungskurven 
unter Hemmstoffeinwirkung 

Bei der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Variationsbreiten mit der 
Art der Atmungsbeeinflussung (Tab. 3 und Tab. 6) ergibt sich eine deut- 
liche Ubereinstimmung; denn Populationen mit groBer Variationsbreite 
gegeniiber einem bestimmten Hemmstoff zeigen allgemein den Kurven- 
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typ IV, wahrend umgekehrt homogene Kulturen einen Atmungsverlauf 
in der Art des Typs I ergeben. Dazwischen liegen Kurventyp II und III 
mit entsprechenden Variationsbreiten. 


Wie kann diese Ubereinstimmung der beiden Versuchsreihen erklart 
werden ? Betrachtet man hierzu zunachst eine Population mit nur geringer 
Variationsbreite in der Empfindlichkeit, so kann man annehmen, daf alle 
Zellen dieser praktisch homogenen Kultur durch den zugefiigten Hemm- 
stoff etwa in gleichem Mafe beeinflu&8t werden. Die Vermehrungsge- 
schwindigkeit der Kultur wird gleichmafig herabgesetzt, ein Bild, das dem 
erwaihnten Kurventyp I (Abb. 5) entspricht. Bei Typ IV dagegen (Abb. 9) 
liegt eine sehr groBe Variationsbreite vor. Dies hat zur Folge, da trotz 
Abtéten eines Teils der Ausgangspopulation ein Teil der Restpopulation 
von der angewandten Hemmstoffkonzentration vollig unbeeinfluBt bleibt, 
wahrend ein anderer Teil durch diese mehr oder weniger gehemmt wird. 
Das Verhaltnis zwischen diesen letztgenannten Teilen wird sich mit zu- 
nehmend flachem Verlauf der Verteilungskurven zugunsten der unge- 
hemmten Zellen verschieben, deren Atmungskurven dann nicht oder nur 
schwach von der gehemmten, zahlenmaBig geringen Restpopulation be- 
einfluBt werden. 


Zwischen diesen beiden Extremen andert sich mit der Variationsbreite 
der Populationen der Verlauf der Atmungskurven derart, da mit fallen- 
der Heterogenitat die Zah] der vollig unbeeinfluBten Zellen geringer wird, 
dadurch aber der Anteil der mehr oder weniger gehemmten Zellen an 
diesem Verlauf an Bedeutung rasch zunimmt. Der Anstieg der Kurven 
wird so zunichst flacher und beginnt erst, entsprechend der geringeren 
Anzahl der unbeeinflu8ten Zellen, spiter steiler zu werden. (Typ III, 
Abb. 7). SchlieBlich zeigt Kurventyp II (Abb. 6), daB& schwache Hetero- 
genitét nur bei geringeren Konzentrationen der Hemmstoffe unbeein- 
fluBte Zellen auftreten liBt. Mit steigender Konzentration jedoch wird die 
stationare Wachstumsphase bei geringeren AtmungsgréBen erreicht, ein 
Zeichen, dais alle Zellen einer Beeinflussung unterliegen. Daf diese At- 
mungshemmung nicht bei allen Zellen gleich stark eintritt, laBt sich aus 
dem stufenformigen Verlauf dieser Kurven entnehmen. 


Hier kénnen noch einige Beobachtungen angefiihrt werden iiber Bakterien- 
stimme, die gegeniiber verschiedenen Hemmstoffkonzentrationen resistent waren 
(Anpassung durch Passagenkultur). Bei der Untersuchung solcher Stamme zeigte 
sich, daB mit steigender Resistenz die Art der Atmungsbeeinflussung, also der 
Kurventyp, sich andert, gleichzeitig auch die Empfindlichkeitsverteilung innerhalb 
der Populationen, so daB schlieBlich homogene, maximalresistente Kulturen erhalten 
wurden. Diese Erscheinung ist allgemein verbreitet. 


Im Zusammenhang mit obigen Ausfiihrungen soll hier noch einmal kurz 
auf die Bedeutung der Ernihrung fiir den Verlauf des Wachstums unter 
Hemmstoffeinwirkung zuriickgekommen werden. Wenn auch die ein- 
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zelInen Kurventypen der Atmungs- und Wachstumsversuche nicht unbe- 
dingt miteinander verglichen werden kénnen, so laBt sich doch sagen, daB 
unter veranderten Ernahrungsbedingungen nicht nur die natiirliche Resi- 
stenz, sondern auch die Variationsbreite der Empfindlichkeit der Bak- 
terienkulturen gegeniitber Hemmstoffen verschieden ist. Durch eine opti- 
male Stickstoffernihrung wird diese Variationsbreite sehr gefordert. 


Die unterschiedliche Heterogenitat verschiedener Stamme 
einer Bakterienart gegeniiber Hemmstoffen 


Im Zusammenhang mit weiter unten angefiihrten Versuchen iiber die 
Wirkung verschiedener Einsaatmengen auf das Bakterienwachs- 
tum, bei denen nach Literaturangaben allgemein die Ergebnisse von 
Bakterienstamm zu Bakterienstamm variieren kénnen, interessierte, wie- 
weit die Heterogenitaét gegeniiber Hemmstoffen bei verschiedenen 
Stémmen einer Art voneinander abweicht. Zu diesem Zweck wurden 
12 Stémme von Bact. coli aus Wasser und Bodenproben verschiedener 
Herkunft isoliert und die Empfindlichkeitsverteilung gegeniiber ver- 
schiedenen Hemmstoffen gepriift. Zur Identifizierung der Bakterien 
wurden die gewohnlichen Teste fiir Bact. coli unternommen. 

Die Variationsbreiten der isolierten Stémme (gepriift nach laingerer 
Kulturdauer) gegeniiber einem bestimmten Hemmstoff ist allgemein sehr 
unterschiedlich, in gewissen Grenzen scheint sie mit der natiirlichen 
Resistenz der Stéimme zusammenzuhingen. Denn die Variationsbreite 
ist oft am starksten ausgebildet, wenn die minimalhemmende Konzen- 
tration einen relativ niederen Wert erreicht. 

Daneben stellt sich eine bemerkenswerte Erscheinung heraus. Es 
handelt sich dabei um Unterschiede in der Variationsbreite von Stammen, 
die direkt nach der Isolierung gepriift wurden und den gleichen 
Stimmen, deren Verteilung nach langerer Zeit nachgepriift wurde. 
Dabei zeigte sich, daB mit steigender Anzahl der Uberimpfungen die 
Heterogenitat der frisch isolierten Stamme, die im allgemeinen gering zu 
sein scheint, zunehmen kann und schlieBlich ein konstantes Maximum 
erreicht. Dies zeigt, daB auch hinsichtlich der Hemmstoffresistenz die 
Verhaltnisse in Kultur anormal sein kénnen, wie dies ja auch fiir andere 
Fille nachgewiesen wurde (z.B. in morphologischer Hinsicht, vgl. 
Rippeu-Batpes, 1949, S. 184*). Die zunehmende Variationsbreite mit 
steigender Giite der Stickstoffquelle weist in gleiche Richtung. 


Zusammenhange zwischen Heterogenitét der Bakterien- 
populationen und Resistenzbildung gegentiber Hemmstoffen 

Untersuchungen iiber die Resistenzbildung von Bakterien gegentiber 
den verschiedensten bakterienhemmenden Stoffen sind vor allem in den 
letzten Jahren in sehr groBem Umfang durchgefiihrt worden. 
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Bereits oben wurde erwahnt, daB heute allgemein die Theorie der spontanen Ent- 
stehung von Resistenzmutanten anerkannt wird. Die resistenten Zellen erscheinen 
danach im Laufe der Bakterienvermehrung als Spontanmutation, sie sind also in 
der zu testenden Ausgangskultur vorhanden. Durch einen Hemmstoffzusatz wird 
der gréBte Teil der Population abgetétet bzw. gehemmt, wahrend die der geringen 
Mutationsrate entsprechenden wenigen resistenten Zellen zu weiterem Wachstum 
befahigt sind und sich so anreichern kénnen. Diese Anschauungen beruhen vor 
allem auf den Untersuchungen von Lurra u. DELBRUCK (1943), DemEREc (1943, 
1949), Bryson u. DemEREC (1950) u. a. 

Unter den Gegnern dieser Theorie findet sich vor allem HrysHEeLwoop (1946), der 
die Resistenzentstehung als Adaptation der Zellen an den Hemmstoff zu erklaren 
versucht. Die Hemmstoffe wirken hierbei nicht als selektive Faktoren, vielmehr 
sollen durch sie die allgemein zu beobachtenden Empfindlichkeitsveranderungen 
direkt induziert werden, wobei diese Adaptation in allen Zellen einer Kultur ein- 
treten kann. Vor allem wird in diesem Zusammenhang daraufhingewiesen (DAvIEs, 
HINSHELWOOD u. Pryoz, 1944; EAGLE u. Mitarb., 1952), daB der Grad der Resistenz 
in den untersuchten Fallen mit der Hemmstoffkonzentration, bei der die resistenten 
Zellen herangewachsen sind, eng verkniipft ist. Wahrend diese Befunde mit Hilfe 
der Adaptationstheorie ohne weiteres erkliart werden kénnen (MANDELSTAM u. 
Yupxin, 1952), muB bei der Annahme von Spontanmutationen eine sehr groBe 
Anzahl verschiedener Mutationsschritte gefordert werden, da sonst keine Bezie- 
hungen zwischen enggestaffelten Hemmstoffkonzentrationen und Resistenzgrad be- 
stehen diirften. Gegen die Vielzahl von Mutationsschritten spricht aber die allgemein 
als gering angenommene Mutationsrate (vgl. hierzu die Ausfiihrungen von ABRAHAM, 
1953 und Eacte u. Mitarb., 1952). 


Uberblickt man die vorangehenden Untersuchungen tiber den Verlauf 
der Atmungsbeeinflussung und die Empfindlichkeitsverteilung innerhalb 
einer Bakterienpopulation, so lassen sich ohne weiteres Zusammenhinge 
zwischen Resistenzbildung und dem Verhalten der Bakterienkultur auf- 
zeigen. Hs sei hier an die Tatsache erinnert, dai Stéimme mit maximaler 
Resistenz in der Empfindlichkeit der Einzelzellen ziemlich homogen 
sind, ferner an die Beobachtung, daB in vielen Fallen nach Abtéten 
eines Teils der Ausgangskultur ein der unbeeinfluBten Kontrolle ent- 
sprechendes Wachstum eintrat. Dies kann nur durch eine Resistenz- 
bildung erklart werden, nicht aber durch eine bloBe Anreicherung der 
nicht abgetéteten Modifikanten. 

Zur Methodik der folgenden Resistenzversuche mu8 hier Verschiedenes nach- 
getragen werden. Die unter Hemmstoffeinwirkung gewachsenen Organismen wurden 
nach Erreichen der maximalen Atmungsgré8en in sterile Zentrifugenréhrchen iiber- 
tragen, abzentrifugiert und durch anschlieBendes Waschen der Resthemmstoff ent- 
fernt. Ein Teil dieser Zellen wurde dann in eisgekiihlte, zunaichst hemmstoff- 
freie Nahrlésung iibertragen. Die Impfmenge war bei den einzelnen Versuchen unter- 
schiedlich und so bemessen, da eine Triibung entstand, die derjenigen der Aus- 
gangskultur zu Versuchsbeginn entsprach. Auf diese Weise konnte die Bakterien- 
zahl in gewissen Grenzen konstant gehalten werden. Der Hemmstoffzusatz erfolgte 
auch hier 4% Std nach Versuchsbeginn. 

Nur kurz soll darauf hingewiesen werden, da die Méglichkeit einer 
Hemmstoffinaktivierung durch entsprechende Versuche ausgeschlossen 
werden konnte (Test der Sterilfiltrate bewachsener Kulturen). In den 
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nun folgenden Abbildungen sind einige der Ergebnisse der Resistenz- 
versuche dargestellt. 

Als Hemmstoff wurde zunichst Sublimat gewahlt, bei dessen Hin- 
wirkung auf die verschiedenen Bakterien alle beschriebenen Kurven- 
typen auftreten. Die unter dem Einflu8 dieses Hemmstoffes gewachsenen 
Zellen von Bact. lactis aerogenes zeigen nach der Ubertragung in hemm- 
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Abb. 11. Bact. lactis aerogenes, SS 
Anpassung an Sublimat. oe 
Teilbild 7: Ausgangskultur. E 


Teilbild 7Z: Abimpfung von J a. 
Teilbild 777: Abimpfung von Ic. 


Kurve a 0,3 y/cm*, 
Kurve 6 0,6 y/cm', 
Kurve e 1,2 y/em’, 
Kurve d 2,4 y/em*, 
Kurve e 4,8 y/em’, 
Kurve f 10 y/cm* 1 

0 2 4 6 8 Std 10 


stoffreie Nahrlésung AtmungsgroBen, die einer unbeeinfluBten Kultur 
gleichkommen. Wichtig ist der Befund, daB eine Sublimatkonzentration, 
bei der diese Zellen herangewachsen sind, tiberhaupt keinen HinfluB auf 
den Verlauf der Atmungskurven hat (Abb. 11). Jedoch tritt bei nur ge- 
ringer Konzentrationserhéhung sofort ein HinfluB auf die AtmungsgroBen 
ein. Erwihnenswert ist ferner die mit steigender Resistenz abnehmende 
Heterogenitat der Populationen, Beobachtungen, die oben bereits er- 
wahnt wurden. 

Staph. aureus mit geringerer Heterogenitat als Bact. lactis aerogenes 
zeigt nach der Ubertragung in sublimatfreie Nahrlésung ebenfalls eine 
weitgehende Ubereinstimmung der Atmungsgr6Ben mit einer unbe- 
einfluBten Parallelkultur. Bei Einwirkung einer Hemmstoffkonzentration 
auf die unter der gleichen Konzentration herangewachsenen Zellen. ist 
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im Vergleich zur Ausgangskultur eine deutliche Resistenzzunahme zu be- 
obachten; sie driickt sich im fehlenden Abfall und schnelleren Anstieg 
der betreffenden Atmungskurve aus. Auch hier zeigen sich wiederum 
enge Beziehungen zwischen Resistenz und Hemmstoffkonzentration, in 
allen Fallen reagieren die resistenten Populationen deutlich auf geringe 
Hemmstoffkonzentrationserhdhungen. Werden mehrere Passagen auf 
gleichbleibender Sublimatkonzentration durchgefiihrt, dann sind die 
Atmungskurven bald denjenigen normaler Kulturen gleich (Abb. 12). 

Bei dem gegeniiber Sublimat homogenen Proteus vulgaris konnte auch 
nach mehrmaligen Passagen auf verschiedenen Hemmstoffkonzentra- 
tionen keine Resistenzsteigerung erzielt 
werden. Die Beeinflussung durch den 
Hemmstoff entsprach nach der 5. Passage 
vollig der Ausgangskultur. 

Demgegeniiber konnte bei Bact. coli mit 
schwacher Heterogenitat gegentiber Sub- 
limat eine deutliche, wenn auch geringe 
Anpassung festgestellt werden. Fuhrt 
man mehrere Passagen auf gleicher Subli- 
matkonzentration durch, so erkennt man, 

daB eine wirkliche Resistenzsteigerung 
Fe a lan is a a hai nur bei Anwendung niederer Konzentra- 
1 y/em*, Kurve 6 Abimpfung von a, tionen eintritt. Die erreichte Resistenz 
Kurve ec Abimpfung von b, (6 und ¢ bei i ' 
gleicher Konzentration wie @) ist wiederum von der angewandten 
Hemmstoff konzentration abhangig. 

In 6 Fallen wurde zu den Resistenzversuchen zur Nachpriifung der 
Ergebnisse von je einer einzelnen Zelle ausgegangen. Es ergab sich eine 
vollkommene Ubereinstimmung mit den Stammkulturen, auch hinsicht- 
lich der Empfindlichkeitsverteilung. EAGLE u. Mitarb. (1952) machten die 
gleiche Feststellung. 

An diesen wenigen Beispielen tritt deutlich der erwartete Zusammen- 
hang zwischen Resistenzsteigerung und Heterogenitit der Bakterien- 
populationen hervor. Durch die Umstindlichkeit der Methodik bedingt, 
wurden einige weitere Versuche in abgeinderter Form vorgenommen: 
Die Bakterien wurden auf Schriigréhrchen mit verschiedenen Hemm- 
stoffkonzentrationen tiber mehrere Passagen hinweg kultiviert. Nach 
bestimmter Zeit stellte sich dann, wenn iiberhaupt, ein einer unbe- 
einfluBten Kultur entsprechendes Wachstum ein, was als duBeres 
Zeichen einer Resistenzbildung gewertet wurde. Von diesen, bei ver- 
schiedenen Hemmstoffkonzentrationen herangezogenen Kulturen wurden 
entsprechend den Ausfiithrungen auf 8.12 die Empfindlichkeitsver- 
teilung innerhalb dieser Populationen bestimmt und Teilergebnisse in 
Abb. 13 und 14 sowie Tab. 7 zusammengestellt. Hier soll noch betont 
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werden, daf die Variationsbreiten der Ausgangskulturen von den in 
Tab. 6 angegebenen Werten zum Teil abweichen. Diese Unterschiede 
kénnen auf die verschiedenartige Anzucht des Testmaterials zuriick- 
gefihrt werden (Agar- baw. Flissigkeitskulturen). 

Homogene Kulturen lieBen auch hier keine Resistenzsteigerung er- 
kennen. Dementsprechend zeigten die Kulturen auch nach haufigen 
Passagen gegeniiber der ersten Passage kein besseres Wachstum. Ein- 
deutig geht das Fehlen einer Resistenzbildung aus den Werten der 
Empfindlichkeitsverteilung hervor; denn diese Verteilung entspricht 
auch nach wiederholten 
Passagen weitgehend der- 
jenigen der Ausgangskultur. 

An schwach heterogenen 
Populationen konnte nur 
bei Anwendung relativ nie- 
derer Hemmstoffkonzen- 
trationen und vieler auf- 
einanderfolgender Passagen 
eine Resistenzsteigerung er- 
zielt werden, wie dies in Comms Papua ON con O5anaT 25 ae 


den Uberlebenden-Kurven Konz. p/om? Konz. yp/em? 


zum Ausdruck kommt. Abb. 13. Proteus vulgaris, Anpassung an Terramycin. 
: Links: a Ausgangskultur; 6 Ausgangskultur nach 5 Passagen 
Durch weitere Passagen auf 1,5 y/em®; ¢ an 1,5 y/em*® angepasste Kultur (6) nach 
dieser nur schwach resi- 5 Passagen auf 2,0 y/em*. Rechts: a Ausgangskultur; 
n b Ausgangskultur nach 16 Passagen auf 4,0 y/em* 
stenten Stimme auf ge- 


ringfiigig erhohten Konzentrationen konnten diese auch an solche ange- 
paBt werden, bei denen der Ausgangsstamm kein Wachstum mehr zeigte 
(Abb. 13, links). 

Wurden die schwach heterogenen Ausgangsstiimme jedoch gleich auf 
hodhere Konzentrationen iibertragen, dann wurde die maximale Resistenz 
des Ausgangsstammes nicht iiberschritten. Hine mehr oder weniger starke 
Anpassung konnte hier nur sehr langsam, nach etwa 10—20 Passagen 
beobachtet werden. Nach Abb. 13 (rechts) haben sich die resistentesten 
Zellen der Ausgangskultur im Laufe der 16 Passagen angereichert und 
so eine fast homogene Kultur gebildet. DaB es sich dabei nicht um 
Mutanten handeln kann, geht daraus hervor, das Populationen (ohne 
Hemmstoff gewachsen) aus Einzell-Kulturen, die von den wenigen, im 
allgemeinen sehr kleinen Kolonien aus dem oberen Bereich der Grenz- 
konzentration hergestellt wurden, eine dem Ausgangsstamm ent- 
sprechende Empfindlichkeitsverteilung besitzen. Die Zahl der re- 
sistentesten Zellen ist gegeniiber der Ausgangskultur unverandert ge- 
blieben, obwohl die Bakterienzelle, aus der die Population hervorging, 
etwa die maximale Resistenz der Ausgangskultur besaB. 


e 
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Bei heterogenen und stark heterogenen Kulturen laBt sich eine Re- 
sistenz allgemein leicht, auch bei Anwendung hoherer Konzentrationen, 
erreichen. Die Verteilungskurven der resistenten Staémme verlaufen 
praktisch derjenigen der Ausgangskultur parallel, die minimalhemmende 
Grenzkonzentration kommt stets der Konzentration nahe, bei der die 
einzelnen Stémme herangezogen wurden. Natiirlich zeigt sich auch hier 
haufig, da8 die Kulturen allmahlich homogener werden, somit den 
maximalen Resistenzgrad erreicht haben (Abb. 14). 

Einige weitere Ergebnisse iiber die Beziehung zwischen Resistenzgrad 
und angewandter Hemmstoffkonzentration kénnen der Tab.7 ent- 
nommen werden. In den senkrechten 
Spalten ist dort die Konzentration 
der Hemmstoffe angegeben, bei 
denen die Bakterien tiber mehrere 
Passagen hinweg herangezogen wur- 
den. Die Angaben der waagerechten 
Spalten entsprechen den im Ver- 
teilungstest angewandten Hemm- 


log. Zah/ der uberlebenden Zellen 


stoffkonzentrationen. 
203 1 a5 = 5) 10 In die dazugehérigen Felder sind 
Konzentration yen? die im Test gefundenen Kolonien- 


Abb. 14. Bact. prodigiosum, Anpassung an Zahlen in Prozenten, bezogen auf 
pests eek Lenin pues Kontrollplatten ohne Hemmstoff, 
ce Kultur } nach 7 Passagen auf 5,0 y/em* angegeben. Die unterstrichenen Zah- 
len stellen die Werte dar, die bei der 
Untersuchung der resistenten Stéimme gegen ihre Kultivierungskon- 
zentration erhalten wurden. So ist leicht erkennbar, da’ dadurch 
allgemein keine Beeinflussung festzustellen ist, daf aber bei der nachst 
hoheren Testkonzentration ein bestimmter Teil der Population ver- 
mehrungsfahig bleibt. 

Zusammenfassend 1iBt sich tiber die Versuche der Resistenzbildung 
sagen, dafs bei der Anwendung geringer Hemmstoffkonzentrationen tiber 
90% der eingesiten Zellen der angewandten Konzentration gegeniiber 
resistent sein kénnen. Der Grad der ausgebildeten Resistenz entspricht 
auch bei enger Staffelung der Hemmstoffkonzentrationen derjenigen 
Konzentration, bei der der Stamm herangezogen wurde. EAGLE u. 
Mitarb. (1952), die zu entsprechenden Ergebnissen bei Penicillin, Strepto- 
mycin und Chloromycetin kamen, betonen, daB diese Ergebnisse nicht 
auf schrittweisen und diskontinuierlichen Unterschieden in der Resistenz 
der Bakterien beruhen kénnen, wie es die Annahme von Spontan- 
mutationen verlangt, es sei denn, daB die schrittweise Anderung zu ge- 
ring ist, um mit den angewandten Methoden festgestellt zu werden. Nach 
den bisherigen Erfahrungen kann aber nicht erwartet werden, da8 bis 
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uber 90% der Zellen einer Bakterienkultur, auch bei Einzell-Iso- 
lierungen, aus resistenten Mutanten bestehen. Dies wiirde eine un- 
wahrscheinlich hohe Mutationsrate fordern. 


Tabelle 7. Bact. coli, Zusammenhang zwischen Hemmstoffresistenz 
und Kultivierungskonzentration 
(Erklarung im Text) 


HegCl, 
yicmé 0 10 15 18 25 30 40 50 100 y/em$ 
Orie 200%)» Cag hurtinsey [ie C008 RS” |z0e= 
15 100 | 39 4 — | 0,035 | 0,003 0 
20 100 a 70 — 2 0,07 | 0,0003 
25 100 43 9 — 0,001 
Rivanol | 
ylem? 0 12 15 24 28 48 60 100 125 | 200 y/cm? 
OP A100 P12 2 es 10,08" | = 10,0034)" ') 0,006 
12 10089859) 24 p= 25 | = | on — | 0,006 
24 100 | 79 | 23 — | 15 — | 0,1 
48 98 64 | 26 — 2,1 
100 100 78 24 
Acridin- 
orange 0 10 15 20 25 40 50 80 100 150 y/cm* 
y/em® 
Mer 1007 p65. Lue Te ak OO | le O01 ate eau 0 
10 100,{ 33 | 16 |,— |. 09 |-— | 0,036) — | 0,001 
20 100°)" 53 "| 11 =P 08 — | 0,035 
40 100 62 | 10 = | 0,7 
80 100 57 19 
Sulfa- 
thiazol 0 fi 8 10 15 18 30 35 50 y/cm? 
y/em® 
0 ‘| 100 | 65.] — | 25 |. 2 — | 0,009} — | 0,0002 
7 100 | 80 | 40 | — — | 0,06 | — | 0,001 
15 100 82 | 10,5 ey lpOus 
30 100 55 | 0,008 


Deutliche Beziehungen bestehen zwischen Variationsbreite und 
Resistenzbildung der Populationen: Wihrend bei homogenen Stéammen 
auch nach vielen Passagen auf hemmstoffhaltigen Kulturmedien keine 
Resistenzsteigerung zu erreichen war, konnte bei heterogenen Popu- 
lationen eine solche allgemein erzielt werden. Dabei zeigte sich, daB die 
Schnelligkeit der Resistenzbildung sehr unterschiedlich sein kann. Bei 
stark heterogenen Kulturen war die Resistenz gegentiber einer bestimmten 
Hemmstoffkonzentration schon nach einer Passage erreicht, mit fallender 
Variationsbreite war eine steigende Anzahl von Passagen notwendig, um 
eine vollstindige Anpassung zu erzielen. 
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In wenigen Arbeiten wird diese langsame Anpassung durch eine all- 
mahliche Adaptation mit stetig sich verkiirzender lag-Phase erklart. Da- 
gegen lassen die eigenen Untersuchungen vermuten, daf} eine langsame 
Anpassung durch die mehr oder weniger schnelle Ausschaltung des ge- 
hemmten Teils der Bakterienpopulation zustande kommt. Diese Ver- 
mutungen werden einmal durch die Tatsache gestiitzt, da} mit fallender 
Heterogenitaét der Anteil der durch eine bestimmte Hemmstoffkon- 
zentration gehemmten Zellen rasch zunimmt (S. 24), die vollig un- 
gehemmten Zellen aber weniger werden. Je geringer so die Variations- 
breite wird, desto mehr Zellen, die bei der Einwirkung nur schwach ge- 
hemmt wurden, werden bei der folgenden Ubertragung auf die neue 
Passage tiberfiihrt. Das Verhaltnis der gehemmten zu den ungehemmten 
Zellen andert sich deshalb nur langsam. 

Aus den Ausfiihrungen folgt weiter, daB eine Resistenzbildung nur von 
den ungehemmten Zellen der Population ausgeht. Bei schwach hetero- 
genen Kulturen zeigte sich ja, daB eine deutliche Resistenzsteigerung nur 
bei Anwendung relativ geringer Hemmstoffkonzentrationen mdglich 
war, wahrend bei hodheren Konzentrationen nur eine langsame An- 
reicherung der resistentesten Zellen eintrat. Zieht man in diese Be- 
trachtungen die Atmungskurven der schwach heterogenen Kulturen mit 
ein, beidenen nur beirelativ niederen Konzentrationen der Hemmstoffe der 
unbeeinfluBten Kontrolle entsprechende Atmungsmaxima erreicht wur- 
den, so 1aBt sich annehmen, da nur dann das Maximum der Kontrolle er- 
reicht wird, wenn vollig unbeeinfluBte Zellen in der Kultur vorhanden sind. 

Zur Resistenzerzielung gegeniiber bestimmten Hemmstoffkonzen- 
trationen sind nur solche Zellen befiahigt, die auf Grund der Variations- 
breite der Populationen von den angewandten Hemmstoffkonzentrationen 
unbeeinfluBt bleiben. Fiir die Resistenzentstehung wire somit eine 
Selektion der resistenten Modifikanten mit anschlieSender Adaptation, 
also Bildung von Dauermodifikanten, verantwortlich zu machen. Dauer- 
modifikationen als Ursache einer Hemmstoffresistenz bei Mikro- 
organismen hat JoLLos (1921) fiir Paramiicien angegeben; die Beweis- 
kraft der Versuche wird allerdings bezweifelt, sie sind aber noch nicht 
widerlegt. 

Zum AbschluB dieser Betrachtungen sollen hier noch einige Be- 
merkungen tiber die Stabilitiit angepaBter Stimme angefiigt werden. 
Zunichst sei betont, dafs nach neueren Angaben (ABRAHAM 1953) eine 
erworbene Resistenz selten, wenn tiberhaupt, irreversibel ist. Lediglich 
die Schnelligkeit, mit der diese Riickwandlung eintritt, ist sehr variabel 
und scheint neben der Art des Organismus von den Eigenschaften des 
Hemmstoffes und vom Grad der erreichten Resistenz abzuhiingen. 

Verschiedene Autoren (ScumiptT u. Mitarb., 1942; Davizs u. Mitarb., 
1945) berichten, dai’ eine Resistenz gegeniiber einem Hemmstoff nach 
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nur wenigen Passagen auf hemmstoffhaltigem Medium schnell verloren 
gehen kann, wiihrend nach weiteren Passagen die Anpassung wesentlich 
stabiler ist. Es ist méglich, da Unterschiede dadurch zustande kommen, 
daB nach wenigen Passagen in der Population neben den angepaBten 
Zellen noch ein mehr oder weniger groBer Teil gehemmter Zellen vor- 
handen ist, die somit keine Dauermodifikationen darstellen und bei Uber- 
tragung auf hemmstoffreies Nahrmedium eine Nachkommenschaft ur- 
springlicher Empfindlichkeitsverteilung hervorbringen. Als Folge tritt 
eine Abnahme der Resistenz ein. Nach einer Vielzahl von Passagen da- 
gegen k6nnen diese einfachen Modifikanten durch die fortlaufende 
Hemmung, der sie unterliegen, aus der Kultur verschwunden sein. Die 
Resistenz wird dann von den Dauermodifikanten bestimmt. 

Auch die Beobachtungen von Voss (1952) und Penrorp (1910) konnen 
hier angefiithrt werden. Diese Autoren berichten, daB eine Resistenz um 
so linger beibehalten wird, je leichter sie zu erzeugen war. Auch diese 
Erscheinung laBt sich mit der Heterogenitit der Bakterien in Zusammen- 
hang bringen. Denn bei sehr schwieriger Anpassung reichern sich nach 
eigenen Versuchen nur Modifikanten an, die natiirlich nach der Uber- 
tragung auf normales Kulturmedium sehr rasch die urspriingliche Emp- 
findlichkeitsverteilung zuriickerlangen und somit einer dem Ausgangs- 
stamm entsprechenden Wachstumshemmung unterliegen. Auf der 
anderen Seite war bei stark heterogenen Kulturen schon nach einmaliger 
Passage eine vollsténdige Resistenz gegentiber der entsprechenden 
Hemmstoffkonzentration erreicht worden. Die Moglichkeit einer Uber- 
tragung nicht adaptierter Zellen ist durch deren Minderzahl unwahr- 
scheinlich geworden. Die Resistenzstabilitaét beruht so ausschlieBlich 
auf den Dauermodifikanten. 


Die Wirkung der Hinsaatmenge auf die Aktivitat 
bakterienhemmender Substanzen 
Nach den Ergebnissen tiber die Heterogenitadt der Bakterienkulturen 
gegentiber Hemmstoffen entstand die Frage, wieweit die oft beschriebene 
unterschiedliche Wirkung von Hemmstoffen bei verschieden groBen Hin- 
saatmengen dieser Heterogenitiit zugeschrieben werden kann. 


Uber das Problem der Einsaatmenge und Hemmwirkung liegen eine groBe An- 
zahl sich widersprechender Untersuchungen vor. So konnten 1h B. ABRAHAM u. Mitarb. 
(1941), Fisuer (1943) und McKze u. Mitarb. (1944) bei der Einwirkung von Peni- 
cillin auf Staphylokokken kaum einen HinfluB der Einsaatmenge auf die Wirkung 
einer bestimmten Penicillinkonzentration feststellen. Demgegeniiber stehen An- 
gaben von Ranvz u. Krrpy (1944) sowie Spink u. Ferris (1947), wonach deutliche 
Beziehungen zwischen Einsaatmenge und Penicillinwirkung bestehen. Unterschied- 
liche Ergebnisse liegen auch bei anderen Antibiotica vor. tat 

PaRKeER (1946) fand bei der Wirkung der Kinsaatmenge auf die Penicillinemp- 
findlichkeit von 163 Staphylokokkenstémmen, daf sich die einzelnen Stamme hin- 
sichtlich der Einsaatwirkung unterschiedlich verhielten. Wahrend sehr empfindliche 
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Stimme bei unterschiedlichen Einsaaten in gleichem MaBe gehemmt wurden, konnte 
bei resistenteren Stimmen eine Herabsetzung der Penicillinwirkung bei vergroBerter 
Einsaat festgestellt werden. Lurta (1946) sowie GiLsoNn u. PARKER (1948) schlieBen 
aus ahnlichen Beobachtungen, da8 der Einsaateffekt bei Staphylokokken, die keine 
Penicillinase bilden, von dem Vorhandensein unterschiedlich resistenter Bakterien 
abhangt. Wahrend bei kleinen Einsaaten nur wenige oder keine resistenten Zellen 
vorhanden sind, kann die Zahl bei gréBeren Einsaaten bedeutend hoher sein. Dies 
resultiert in einem frithzeitigeren oder besseren Wachstum. In diesem Zusammenhang 
sei noch einmal an die unter- 

schiedliche Heterogenitat der 9 
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Abb. 15. Bact. coli, Einwirkung von Abb. 16. Bact. coli, Einwirkung von Rivanol (links) und 
Phenol auf verschiedene Hinsaat- Patulin (rechts) auf verschiedene Einsaatmengen. Bei 
mengen. Kurve 1 1,25 mg/cm‘, Rivanol: Kurve 1 60 y/em’, Kurve 2 200 y/em’, Kurve 3 
Kurve 2 2,0 mg/em?® 300 9/cm*. Bei Patulin: Kurve J 25 y/em’, Kurve 2 


30 y/em’, Kurve 3 50 y/me* 


Um mit den vorangehenden Ergebnissen vergleichbare Werte zu erlangen, muBte 
natiirlich angestrebt werden, auch bei diesen Untersuchungen die Warburg- 
Methode anzuwenden. Nach einigen Vorversuchen stellte sich jedoch heraus, daB 
eine Einsaatdifferenz von einer Zehnerpotenz nur in wenigen Fallen deutliche 
Effekte hervorbrachte. Da bei Einsaatmengen unter 10’ Zellen je cem 
die Atmungsgr6Ben bestenfalls im unteren Bereich der meBbaren Werte liegen, eine 
teilweise Abtétung der Populationen demnach nicht kontrolliert werden konnte, 
wurden in den diesbeziiglichen Untersuchungen nicht die AtmungsgréBen, sondern 
die dazugehorigen Lebendzellzahlen ermittelt. In Abstinden von 1 Std wurde je 
ein ReaktionsgefaB dem Thermostatenbad entnommen und mit Hilfe der Platten- 
methode die jeweilige Zahl der lebenden Zellen bestimmt. Die Einsaatmengen be- 
trugen 10’ bzw. 104 Zellen je ccm, die Hemmstoffe wurden ent- 
sprechend den Atmungsversuchen 1 Std nach Versuchsbeginn den wachsenden 
Kulturen zugegeben. 


Abb. 15 zeigt die Lebendzellzahlen unter der Einwirkung verschiedener 
Phenolkonzentrationen. Die Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien 
wird bei hoher und niederer Einsaat bei den sich entsprechenden Kon- 
zentrationen in gleichem Mabe herabgesetzt. AuBerdem ist eine Uber- 
einstimmung in der Beendigung des logarithmischen Wachstums fest- 
zustellen, Die Aktivitét des Phenols ist demnach unabhingig von der 


GréBe der Kinsaat des gegeniiber diesem Hemmstoff homogenen Bact. 
coli-Stammes, 
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Ein anderes Bild ergibt sich bei der Einwirkung von Rivanol auf den 
gleichen Stamm, der jedoch gegen diesen Hemmstoff eine sehr starke 
Heterogenitat aufweist. Die Einwirkung niederer und mittlerer Kon- 
zentrationen ergibt bei beiden Einsaatmengen etwa gleichverlaufende 
Kurvenbilder (Abb. 16 links). Der Abfall der Keimzahlen und der plotz- 
liche Wiederanstieg decken sich weitgehend. Bei hheren Konzentrationen 
sinkt die Keimzahl der niederen Einsaat rasch auf 0 ab, wahrend bei 
hoherer Einsaatmenge die Zellzahlen nach anfanglichem Abfall parallel 
der unbeeinfluBten Kontrolle ansteigen. Auffillig ist der Unterschied 
der Konzentrationen, die gerade eine vollstindige Abtétung der Popu- 
lation hervorrufen. Wahrend diese Grenzkonzentration bei hoher Einsaat 
zwischen 200 und 300 y/cm? liegt, wird die niedere Einsaatmenge schon 
von 120 y/cm? vollstandig abgetétet. Eine Veranderung der Hemmstoff- 
konzentration in Gegenwart der Zellen, z. B. durch Absorption, und da- 
mit verbundene Unterschiede bei hohen und niederen Einsaaten kann 
ausgeschlossen werden. 

Die Zusammenstellung Bact. coli — Patulin, mit geringen Emp- 
findlichkeitsunterschieden in der Population, ergaben Werte, die in 
Abb. 16 rechts dargestellt sind. Auch hier fallen wieder die unterschied- 
lichen Werte der Grenzkonzentrationen auf. 


Tabelle 8. Wirkung der Hinsaatmenge 


Hinsaateffekt 
Bakterien Hemmstoff ai oa he 3 Hemmstoffkonz. 

nieder mittel stark 
ACEH COLL Rica lei phan Phenol U — -- — 
BGCEACOLUM «mci Ais Rivanol I — — 
BUGIS COW mo. o> ¥ Terramycin I _ _ a 
Proteus vulgaris . Sublimat I — — = 
B. prodigiosum. . Chloromycetin I — = — 
St. aureus... . Terramycin I + + + 
St. aureus . 8-Oxychinolin II — + + 
GEE COW. a. Bs Sublimat II + + + 
BOCE ACO vii se Patulin II + + + 
IBOGENCOM Hai Rivanol II 4 + + 
Proteus vulgaris . Rivanol Til + + + 
IBAGEACOLUR vl tes Acridinorange III + + + 
Bact acolmmn tell Rivanol IV a — + 
St.aureus. .. . Patulin IV — —- + 
B. prodigiosum. . Terramycin IV -— — +f 


AufschluBreich war der Versuch, die Einsaatwirkung an gegentiber 


verschiedenen Rivanolkonzentrationen resistenten Bakterienstiimmen 

zu verfolgen. Wahrend der Ausgangsstamm einen deutlichen EinfluB der 

Einsaatmenge auf die antibakterielle Wirkung des Rivanols erkennen 

lie8, nahm diese Beeinflussung mit zunehmender Resistenz ab und wurde 
3* 
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schlieBlich unbedeutend. Mit steigender Resistenz ist bei diesem Bak- 
terienstamm ein Ubergang von stark heterogener nach homogener Zu- 
sammensetzung zu beobachten. 

In Tab. 8 sind die Ergebnisse iiber die Wirkungsbeeinflussung der 
Hemmstoffe durch die GréBe der Einsaat zusammengestellt. 

Die Beeinflussung der Wirkung einer bestimmten Hemmstoffkon- 
zentration steht danach allgemein in engem Zusammenhang mit der 
Empfindlichkeitsverteilung innerhalb der Bakterienpopulationen. Wah- 
rend bei homogenen Kulturen keinerlei EinfluB8 der Einsaatmenge 
beobachtet werden konnte, wird der Wachstumsverlauf heterogener 
Kulturen je nach Konzentration mehr oder weniger stark beeinfluBt. 
Dieser Einflu8 macht sich vor allem durch den verzégerten bzw. fehlenden 
Anstieg der Keimzahlen bei niederer Einsaatmenge bemerkbar, auBer- 
dem aber durch den Unterschied der Konzentrationen, die zur voll- 
staindigen Abtétung der unterschiedlichen Einsaaten bendtigt werden. 

Diese Unterschiede der Grenzkonzentrationen kénnen aus der Ver- 
teilung der Empfindlichkeit der Zellen einer Kultur abgeleitet werden. 
Das Verhiltnis zwischen hoher und niederer Einsaat betrug in den vor- 
liegenden Versuchen 1 : 1000. In der niederen Einsaatmenge waren dem- 
nach als resistenteste Zellen solche zu erwarten, deren Haufigkeit um 
1/900 der hohen Einsaatmenge betrug. 


Zusammenfassung 


1. Bei der Einwirkung von Hemmstoffen auf das Bakterienwachstum 
lassen sich verschiedenartige Hemmungskurven feststellen. Der Verlauf 
dieser Wachstumskurven kann durch unterschiedliche Stickstoff- 
ernahrung veraindert werden. 

2. Die Stickstoffernihrung hat einen entscheidenden EinfluB auf die 
Empfindlichkeit der Bakterien gegeniiber Hemmstoffen. Mit zunehmender 
Wachstumsgeschwindigkeit, bedingt durch die Giite der Stickstoffquelle, 
werden fiir eine minimale Wachstumshemmung steigende Hemmstoff- 
konzentrationen bendtigt. 

3. Die in Atmungsversuchen unter Anwendung von 10 Hemmstoffen und 
5 Bakterienstimmen erhaltenen Atmungskurven wurden in 4 Gruppen 
eingeteilt, die durch Uberginge miteinander verbunden sind. Bei allen 
Bakterienstimmen treten unter der Einwirkung der Hemmstoffe alle 
4 Kurventypen auf. Der durch einen bestimmten Hemmstoff hervor- 
gerufene Kurventyp ist bei verschiedenen Bakterien unterschiedlich. 

4. Die gepriiften Bakterien zeigten gegeniiber den einzelnen Hemm- 
stoffen eine mehr oder weniger grobe Heterogenitat in der Empfindlich- 
keit der Einzelzellen. Diese Heterogenitit ist bei ein und demselben 
Organismus gegeniiber verschiedenen Hemmstoffen verschieden. 
Zwischen Kurventyp und Heterogenitit bestehen enge Zusammenhinge. 


Uber Hemmstoffwirkung und Resistenzbildung bei Bakterien 37 


5.12 aus Boden und Wasserproben isolierte Bact. coli-Stamme zeigten 
gegeniiber ein und demselben Hemmstoff unterschiedliche Hetero- 
genitét. Durch fortlaufende Kultur verstarkt sich die urspriingliche 
Heterogenitiit bis zu einem konstanten Maximum. 

6. Untersuchungen iiber die Resistenzbildung gegeniiber Hemmstoffen 
zeigten, da homogene Stimme auch nach mehrmaligen Passagen auf 
gleichen Hemmstoffkonzentrationen keine Resistenz ausbildeten. Bei 
den heterogenen Stiémmen nahm die Leichtigkeit zur Resistenzbildung 
mit steigender Heterogenitét zu. Zwischen Hemmstoffresistenz und An- 
passungskonzentration bestehen enge Zusammenhange. An Hand der 
Versuchsergebnisse wird gezeigt, daB unter den gewahlten Bedingungen 
eine Resistenzbildung adaptiver Natur vorliegt. 

7. Die Wirkung der Einsaatmenge der Bakterien auf die Hemmung 
zeigt einen engen Zusammenhang mit der Heterogenitat der betreffenden 
Kulturen. Die Wirkung einer bestimmten Hemmstoffkonzentration ist 
bei homogenen Populationen nicht von der Einsaatmenge abhangig. Bei 
heterogenen Kulturen kann der Einsaateffekt auf die bei verschiedenen 
Einsaaten unterschiedliche Anzahl der resistentesten Modifikanten zu- 
rickgefiihrt werden. 


Herrn Prof. Dr. Riepet-Baupzs danke ich fiir Anregungen und Unterstiitzung 


bei der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Untersuchungen tiber das Absterben von Hefen 
und anderen Mikroorganismen in Substraten von hohem 
NaCl- bzw. Zuckergehalt 


Von 
M. v. SCHELHORN** 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. Marz 1956) 


Seit Jahrhunderten bedient man sich der Tatsache, daB hohe NaCl- 
und Zuckerkonzentrationen, bzw. die auf diese Weise erreichten hohen 
osmotischen Werte Lebensmittel weitgehend vor mikrobiologischem 
Verderb schiitzen. Im Rahmen der modernen Hygiene gewinnt ferner 
die Frage, inwieweit Krankheitserreger auf und in verpackten Lebens- 
mitteln am Leben bleiben oder absterben, steigendes Interesse. Auch 
dieser Fragenkomplex hiaingt aufs engste mit den Beziehungen der 
Lebensfahigkeit bzw. des Absterbens von Mikroorganismen zum osmo- 
tischen Wert bzw. zur Gleichgewichtsfeuchtigkeit ihrer Umgebung zu- 
sammen. Zahlreiche hier hereinspielende Probleme sind jedoch noch 
weitgehend ungeklart. Es wurde daher die Bearbeitung der Beziehungen 
der Mikroorganismen zum osmotischen Wert bzw. zu der Gleichgewichts- 
feuchtigkeit in das Forschungsprogramm unseres Institutes aufge- 
nommen. 

Nachdem in friiheren Arbeiten nach den Grenzkonzentrationen fiir die 
Lebensfahigkeit von Mikroorganismen in zuckerreichen Substraten ge- 
sucht wurde (v. SCHELHORN 1950a, 1950b) und grundlegende Zusammen- 
hinge zwischen osmotischem Wert und Mikroorganismenwachstum in 
Zuckerlésungen geprift wurden (SCHACHINGER u. HeEtss 1951), war es 
das Ziel der im folgenden dargelegten Untersuchungen, den zeitlichen 
Verlauf des Absterbens von Mikroorganismen unter der Wirkung hoher 
NaCl- und Zuckerkonzentrationen zu verfolgen und festzustellen, ob 
dieses Absterben von Mikroorganismen in NaCl- und zuckerreichen Sub- 
straten durch hohe und tiefe Temperaturen beschleunigt oder verzogert 


wird. 


* Direktor und Forschungsleiter Dr. Ing. habil. R. Hetss. 
** Alg technische Assistentin wirkte Frau G. Prac bei der Durchfithrung der 


zahlreichen Versuche mit. 
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Methodik 


Der weitaus gréBte Teil der Versuche wurde mit Saccharomyces cerevisiae 
Hansen durchgefiihrt. Die Bierhefe besitzt in ihrer vegetativen Form mittlere 
Widerstandsfahigkeit gegeniiber hohen NaCl- und Zuckerkonzentrationen. Daher 
wurden mit Hilfe dieser Art gewisse allgemeine Fragen einer naheren Betrachtung 
unterzogen. Es wurde eine Einzell-Kultur verwendet. Die Hefe wurde auf Malz- 
agar vom py-Wert 4,5 kultiviert. Zu den Versuchen wurden jeweils Kulturen ver- 
wendet, die nach der Beimpfung 4 Tage bei 20° C gewachsen waren. Soweit Ver- 
suche bei Temperaturen, die von 20° C abwichen, jedoch an sich nicht letal wirkten, 
durchgefiihrt wurden, wurden die Kulturen bereits vor Versuchsbeginn 12 Std der 
betreffenden Temperatur ausgesetzt. Kulturen, die zu Versuchen bei letalen 
Temperaturen (im Versuch ab 40° C) bestimmt waren, wurden vor Versuchsbeginn 
12 Std auf 34° C gebracht. 

Erginzend wurden einige Versuche mit widerstandsfahigeren Arten (Bacillus 
sp., Aspergillus niger van Tieghem, Hansenula anomala Hansen, Sydow) und — 
mit Staphylococcus aureus Rosenbach als Vertreter weniger gegen hohe NaCl- und 
Zuckerkonzentrationen widerstandsfahiger Mikroben durchgefiihrt. 

Wesentlich war die Wahl des geeigneten Zuckers. Dextrose und Saccharose 
waren nicht brauchbar, da infolge der schlechten Léslichkeit keine geniigend hohen 
Konzentrationen erreicht werden konnten. Invertzucker hatte zwar hinsichtlich der 
Léslichkeit den Anspriichen geniigt, besonders, da die Auskristallisation der 
Dextrose aus iibersittigten Invertzuckerlésungen nur langsam vonstatten geht. 
Invertzucker konnte aber nicht verwendet werden, da es sich um keinen einheit- 
lichen K6rper handelt. So fiel die Wahl auf Fructose, auf deren Bedeutung fiir die 
Klarung der fiir Mikroorganismen in hochkonzentrierten Zuckerlésungen herr- 
schenden Bedingungen bereits friiher hingewiesen wurde (v. SCHELHORN 1950a, 
1950b). Es wurde ,,d-Laevulose, rein fiir bakteriologische Zwecke“ der Firma 
Bayer verwendet. 

Die Verwendung von Fructose zu Nahrlésungen bereitet insofern Schwierig- 
keiten, als sich, wie schon BAUMGARTNER anfiihrt, bei Erhitzung hochkonzentrierter 
Loésungen bis zum Siedepunkt des Wassers offenbar Caramellisationsprodukte 
bilden, die auf Mikroorganismen schidigend wirken. Die Ergebnisse friiherer Ver- 
suche (v. SCHELHORN 1954), bei denen die verwendeten hochkonzentrierten Fruc- 
toselésungen einer Hitzesterilisation unterworfen wurden, brachten Ergebnisse, die 
von denen erneuter Versuche etwas abwichen. Dieser Widerspruch muB durch die 
Wirkung solcher Caramellisationserscheinungen in den vor der eigentlichen Ver- 
suchsdurchfiihrung im Dampftopf sterilisierten hochkonzentrierten Fructose- 
lésungen erklirt werden. Bei den alteren Sterilisierungsversuchen mit Sacch. cere- 
visiae in hochkonzentrierten Fructoselésungen (v. SCHELHORN 1954) sah es namlich 
so aus, als ob bei Fructosekonzentrationen von etwa 50%! aufwarts ein Absinken 
der Uberlebensquoten unter die in zuckerfreien Lésungen gefundenen Werte ein- 
trete. Als darauf verzichtet wurde, die hochkonzentrierten Fructoselésungen vor 
der Impfung im Dampftopf zu sterilisieren, ergaben sich die Werte, iiber die im 
folgenden berichtet werden soll. 

Unter Verzicht auf Hitzesterilisation der hochkonzentrierten Fructoselésungen 
wurde die annahernde Keimfreimachung auf folgende Weise angestrebt: Es wurden 
zunachst Losungen mit 75% Fructosegehalt hergestellt und diese einige Tage bei 
30° C aufbewahrt. Die Mehrzahl der etwa vorhandenen fremden Mikroorganismen 
starben in der hochkonzentrierten Zuckerlésung wiihrend dieser Zeit ab. Etwa iiber- 


? Alle Prozentangaben beziehen sich auf den zu 100 Teilen erganzten Wasser- 
gehalt, also auf 100 g Lésung. 
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lebende, besonders widerstandsfahige Formen muBten in Kauf genommen werden, 
konnten sich aber, da ihre Zahl im Vergleich zu den eingeimpften Zellen nur gering 
war, wahrend der kurzen Behandlungszeit, die die Sterilisierversuche erforderten, 
nicht vermehren und daher deren Ergebnis nicht wesentlich beeinflussen, um so 
weniger, als Bakterien in den mit Agar von py 4,5 durchgefiihrten Sekundar- 
kulturen sich im allgemeinen nicht oder nur langsam vermehren. Anders liegen die 
Verhaltnisse bei Lagerversuchen, die sich iiber langere Zeitriiume erstreckten. Hier 
konnten natiirlich keine mikrobiellen Verunreinigungen in Kauf genommen werden. 
Bei solchen Versuchen mu8ten wir uns daher mit den Ergebnissen, die mit Hilfe 
hitzesterilisierter Zuckerlésungen gewonnen wurden, begniigen, und so mag in solchen 
Fallen die Widerstandsfahigkeit der Testorganismen gegeniiber den hochkon- 
zentrierten Zuckerl6sungen unter dem schadigenden EinfluB von Caramellisations- 
produkten etwas niedriger ermittelt worden sein als sie in Wirklichkeit ist. Soweit 
zu den Sterilisierversuchen Zuckerlésungen niedrigerer Konzentration als 75% 
erforderlich waren, wurden nach einigen Tagen Lagerung der 75% igen Losung aus 
dieser unter Beimischung von vorsterilisierter zuckerfreier Nahrlésung — unter Ver- 
meidung von Neuinfektionen — die gewiinschten Zuckerkonzentrationen hergestellt. 


Die Zusammensetzung der Lésungen, denen diese Zucker- und NaCl-Kon- 
zentrationen zugesetzt wurden, wechselte je nach den Bediirfnissen der Testmikro- 
organismen und der Art des Versuches. 


Die Versuche mit Sacch. cerevisiae und Hansenula anomala wurden in Liésungen 
vom px-Wert 4,5 durchgefiihrt, die Versuche mit Schimmelpilzen und Bakterien 
in Lésungen vom pxy-Wert 7. Zu den Sterilisierversuchen wurde Pufferlésung 
verwendet, die bei Sacch. cerevisiae und Hansenula anomala die Zusammensetzung 
5,73 g Citronensaure + 8,09 g sekundares Natriumphosphat/l Wasser, bei Bakterien 
und Schimmelpilzen die Zusammensetzung 1,185 ¢ NaOH + 6,809 g KH,PO,/l 
Wasser hatte. Bei Lagerversuchen, die sich iiber langere Zeitraume erstreckten, 
mu8ten den Mikroorganismen Nahrstoffe dargeboten werden, damit das Absterben 
nicht aus Nahrungsmangel erfolgen und so ein neuer unkontrollierbarer Faktor 
einbezogen werden konnte. Es wurde in denjenigen Versuchsreihen, in welchen die 
Wirkung wechselnder Zuckerzusitze auf Hefen und Schimmelpilze gepriift werden 
sollte, eine synthetische Nahrlésung der Zusammensetzung 1 g KH,PO,, 2g KNO,, 
0,5 g MgSO, - 7 HO, 0,5 g KCl, 0,01 g FeSO, - 7 H,O/1 Wasser verwendet. Lager- 
versuche mit Hefen und Schimmelpilzen mit verschieden hohen Zusatzen an NaCl 
wurden in Malznahrbriihe (100 g Malzextrakt/l H,O) angesetzt. Auf die Zugabe von 
Puffern wurde bei den Lagerversuchen mit Hefen und Schimmelpilzen verzichtet. 
Es handelte sich dabei ja um Versuche mit letalen NaCl- bzw. Zuckerkonzen- 
trationen, bei welchen keine Vermehrung der Mikroorganismen mehr eintrat, so 
daB gréBere Veranderungen des py-Wertes durch die Lebenstatigkeit der Mikro- 
organismen nicht zu befiirchten waren. Geringfiigige Schwankungen des py-Wertes 
im Bereich der optimalen py-Werte wirken sich, wie Vorversuche ergaben, auf die 
Lebenstitigkeit von Hefen und von Aspergillus niger im allgemeinen und deren 
Widerstandsfahigkeit gegen hohe Zuckerkonzentrationen im besonderen nicht 
wesentlich aus. Auf der anderen Seite beeinfluBt die Zugabe groBerer Puffermengen 
den osmotischen Wert der Lésung, so daB auch diese MaBnahme fiir die vorliegenden 
Untersuchungen einen gewissen Ungenauigkeitsfaktor darstellen wiirde. Im Gegen- 
satz zu den Lagerversuchen muBten zu den Sterilisierversuchen auch Lésungen 
von geringem osmotischen Wert herangezogen werden. In diesen stellten sich, soweit 
Zucker vorhanden war, schon innerhalb kurzer Zeiten infolge der Lebenstatigkeit 
der Mikroorganismen starkere Anderungen des px-Wertes ein. Diese konnten gerade 
bei Sterilisierversuchen das Ergebnis erheblich verfalschen und muBten daher 


ausgeschaltet werden. 
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Die Lagerversuche mit Staphylococcus aureus und Bacillus sp. wurden in oben- 
genannter Phosphatpufferlésung von pa 7, der je Liter noch 5 g Pepton und 3 ¢ 
Liebigs Fleischextrakt sowie, wenn nicht die Versuchsanordnung mehr Zucker er- 
forderte, 10 g Dextrose zugesetzt waren, durchgefiihrt. Auf Grund der stéarkeren 
Empfindlichkeit der Bakterien gegen tiefere py-Werte wurde hier die Zugabe von 
Puffern als unerlaBlich erachtet. 


Die pa-Werte wurden jeweils nach Zugabe von Zucker und NaCl sowie nach er- 
folgter Sterilisierung und Abkiihlung nachkontrolliert und, soweit erforderlich, 
durch erneute Zugabe von NaOH bzw. Citronensiure korrigiert. Auf diese Weise 
sollte die Fehlerquelle (ANDERSON u. Mitarb. 1949) ausgeschaltet werden, daB bei 
Zugabe von NaCl zu Lésungen deren py-Wert sinkt und infolgedessen in NaCl- 
reicheren Lésungen niedrigere Hitzeabtétungszeiten zu erwarten sind als in der 
sonst gleich zusammengesetzten Lésung ohne NaCl-Zusatz. 


Als VersuchsgefaBe dienten kleine Glasréhrchen von 6 cm Lange und 0,5 cm 
lichter Weite, Glasdicke 1 mm. Zu Beginn eines jeden Lager- bzw. Sterilisierungs- 
versuches wurden jeweils 50 cm? des zu priifenden Substrates hergestellt und mit 
einer Aufschwemmung der Testmikroben gut vermischt. Von dieser Lésung wurden 
jeweils 0,5 cm? in die vorsterilisierten Réhrchen eingefiillt und mit einem ebenfalls 
vorsterilisierten Pfropfen aus Zellstoffwatte verschlossen. Die voraussichtlich be- 
nétigte Anzahl von so vorbereiteten Réhrchen wurde dann der im Versuchsplan 
vorgesehenen Behandlung unterworfen. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurde 
jeweils aus drei Réhrchen mittels einer sterilen Pipette.der Inhalt entnommen und 
zu Platten verarbeitet. Diese Methode bot eine verhaltnismaBig gute Gewahr, daB 
die Lésungen nicht infolge der zahlreichen Probeentnahmen infiziert wurden, so daB 
die Lagerung lange genug ausgedehnt werden konnte. 


Freilich ist anzunehmen, da8 sich die Mikroorganismen, besonders in den hoch- 
konzentrierten hochviskosen Zuckerlésungen, nicht immer ganz gleichmaBig ver- 
teilen lieBen. Damit mag es auch zusammenhiangen, daB die einzelnen MeBpunkte sehr 
stark streuen. Jedoch war bei einer geniigend groBen Zahl der Einzelbestimmungen 
ein einigermaen befriedigendes Ergebnis der statistischen Auswertung erreichbar. 
Hohere Zuckerkonzentrationen als 77—78% konnten aber nicht in die Versuche 
einbezogen werden, da mit derart viscosen Lésungen keine reproduzierbaren Werte 
mehr zu erzielen waren. 


Die Sterilisierversuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB die oben be- 
schriebenen Versuchsréhrchen in einem Ultrathermostaten nach H6pPLER bis zum 
Rande in Wasser der gewiinschten Temperatur versenkt wurden. Um Unterschiede 
in der Geschwindigkeit der Wirmeiibertragung bei verschieden hoch konzentrierten 
Lésungen méglichst wenig ins Gewicht fallen zu lassen, wurden eine Sterilisierzeit 
von | Std und entsprechend niedrige Temperaturen gewahlt. Im folgenden werden 
bei Besprechung der Sterilisierversuche fiir die einzelnen in die Untersuchungen ein- 
bezogenen Mikroorganismenarten Ergebnisse angefiihrt, die bei bestimmten 
Sterilisiertemperaturen gewonnen wurden, die aber lediglich einen Ausschnitt aus 
einer weit groéBeren Anzahl von Sterilisierversuchen darstellen, die bei unterschied- 
lichen Temperaturen durchgefiihrt wurden. Die den Tabellen zugrunde liegenden 
Temperaturen wurden so gewahlt, daB die charakteristischen Unterschiede im Ver- 
halten der Mikroorganismen abhingig von der Konzentration der Lisung méglichst 
deutlich erkennbar sind. Wurde auf niedrigere als die in den Tabellen angegebenen 
Temperaturen erhitzt, so starben iiberhaupt keine oder nur wenige Mikroorganismen 
ab, und der Kinflu8 der Konzentration der Lésung konnte daher nicht erkannt 
werden. Umgekehrt starben bei Anwendung zu hoher Temperaturen in allen zu 
priifenden Lésungen simtliche vorhandenen Mikroorganismen ab, so daB wiederum 
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die konzentrationsbedingten Unterschiede in den Uberlebensquoten nicht. fest- 
zustellen waren. 


Nach Abschlu8 der Behandlung bei hohen Temperaturen wurden die betreffenden 
Proben in Wasser von 10° C gekithlt und anschlieBend zu Platten verarbeitet. 

Die Feststellung der Uberlebensquoten erfolgte, wie bereits angedeutet, mittels 
Unterkulturen auf Kocuschen Platten. Als Substrat diente dabei fiir Hefen und 
Schimmelpilze Malznahragar von pp 4,5 (10% Malzextrakt), fiir die Bakterien 
Pepton-Bouillon-Dextroseagar (5g Pepton, 3g Liebigs Fleischextrakt, 10 g 
Dextrose/l H,O) von px 7. In Vorversuchen wurde gepriift, ob und inwieweit die 
iitberlebenden Mikroben durch die Ubertragung aus den hochkonzentrierten Sub- 
straten in weniger konzentrierten Agar, vielfach noch unter Einschaltung von Ver- 
diinnungswasser, geschadigt werden. Vergleichsweise wurde anstelle von reinem 
Verdiinnungswasser eine 40% ige Dextroselésung und anstelle des gewdhnlichen 
Agars solcher mit 40% Zuckerzusatz verwendet. Diese MaBnahme ergab aber keine 
héheren Uberlebensquoten, so daB bei der Durchfiihrung der Hauptversuche, iiber 
die hier berichtet wird, wieder darauf verzichtet wurde. 

Die Platten mit Hefen und Schimmelpilzen wurden 4 Tage bei 20° C bebriitet, die- 
jenigen mit Bacillus sp. 3 Tage bei 30° C, diejenigen mit Staphylococcus aureus 
2 Tage bei 37° C. 


Versuchsergebnisse 


1. Absterbeverlauf von Saccharomyces cerevisiae 
in hochkonzentrierten Zucker- und NaCl-Lésungen bei 20°C 


Abb. 1 und 2 zeigen eine Reihe von MeBpunkten fiir den Absterbe- 
verlauf von Sacch. cerevisiae in Zuckerlésungen von 77% und 60%, ent- 
sprechend 69 und 85% rel. L. F.1 und in NaCl-Lésungen von 24% und 
16%, entsprechend 82,2 und 88,6% rel. L. F.? bei 20° C. Man sieht, daB 
die vorhandenen Hefezellen in den hochkonzentrierten Losungen all- 
miahlich absterben. Die ,,Absterbekonstanten“ (Definition siche weiter 
unten) sind bei den in den Abbildungen dargestellten Versuchen als an- 
nahernd konstant aufzufassen. Diese annahernde Konstanz der ,,Ab- 
sterbekonstanten‘‘ wurde aber nicht immer erzielt. Wiederholt starben 
in den ersten Stunden der sich iiber Tage hinziehenden Absterbeversuche 
unverhaltnismaig viele Individuen ab, und erst bei weiterem Verlauf 
_ des Versuches ergab sich ein gleichmaBiger Verlauf des Absterbens. Diese 
Erscheinung, die nicht regelmaBig, sondern nur bei einzelnen der zahl- 
reichen unter verschiedenen Temperaturen durchgefiihrten Versuchs- 
varianten beobachtet wurde, hingt wohl mit der Versuchsanstellung zu- 
sammen, konnte aber noch nicht sicher erfafst und erklart werden. Auch 
aus den in Abb. 1 und 2 dargestellten MeSpunkten und aus solchen anderer 
hier nicht ver6ffentlichter Versuche lat sich der exakte Verlauf der Ab- 
sterbekurven nicht absolut sicher verfolgen. Insbesondere diirfte schwer 
zu entscheiden sein, ob ein Hintreffervorgang vorliegt oder ob es sich um 


1 Alle im folgenden angefiihrten Gleichgewichtsfeuchtigkeiten fiir Zucker- 
lésungen stammen aus der bei ScHacutncer u. Heiss (1951) angegebenen Kurve. 

2 Alle im folgenden angefiihrten Gleichgewichtsfeuchtigkeiten fiir NaCl-Lésungen 
sind nach WALTER zitiert oder auf Grund der dortigen Angaben interpoliert. 


44 M. vy. SCHELHORN: 


einen 2 x Eintreffervorgang handelt, wie dies WEINFURTNER u. VOER- 
KELIUS (1955) fiir diploide Hefen, zu denen auch Sacch. cerevisiae zahlt, 
annehmen. Immerhin wurde versucht, fiir das Beispiel, fiir welches die 
meisten experimentell ermittelten Absterbequoten zu verschiedenen Zeit- 
punkten vorliegen, namlich fiir das Absterben in 77 % iger und in 60 % iger 
Fructoselésung bei 20° C die Entscheidung zu treffen, ob ein Eintreffer- 
oder ein 2 x Eintreffervorgang anzunehmen ist. Zu diesem Zweck 
wurden anhand der zu verschiedenen 
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Abb. 1. Absterben von Saccharomyces cerevisiae in Abb. 2. Absterben von Saccharomyces 


Zuckerlésungen von 77% und 60% Fructose bei 20° C cerevisiae in NaCl-Lésungen von 24% und 
16% NaCl bei 20° C 


k, bedeutet im folgenden die Absterbekonstante unter Annahme eines Eintreffer- 
vorganges, k, unter Annahme eines 2 x Eintreffervorganges. N, bedeutet die Zahl 
der zur Zeit t = 0 vorhandenen Individuen. N die jeweils Uberlebenden, ¢ die Zahl der 
abgelaufenen Zeiteinheiten, in unserem Falle Tage. Formeln und Symbole sind 
WEINFURTNER u. JANOSCHEK (1953) entnommen. 


Es gilt fitr die Annahme eines Eintreffervorganges (entsprechend der 
Reaktionsgleichung einer monomolekularen Reaktion): N = Ny: ¢~kyt 
woraus sich folgende durchschnittlichen k,-Werte ergeben: 


> 


Bei 77% Zucker: ky, 7, = 0,23 + 0,012; mittlerer Fehler 5,2% des Mittelwertes. 
Bei 60% Zucker: k,, 49 = 0,19 + 0,018; mittlerer Fehler 9,5% des Mittelwertes. 
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Fir die Annahme eines 2 x Eintreffervorganges gilt die Gleichung: 
N = N,[(1— (1 —,.-h,t)], woraus sich folgende k,-Werte errechnen lassen: 

koj77 : 0,30 + 0,023; mittlerer Fehler 7,7°% des Mittelwertes. — ky) g9 : 0,26 
+ 0,028; mittlerer Fehler betragt 11°% des Mittelwertes. 

Aus diesen Daten und aus den Uberlebensquoten selbst liBt sich damit 
nicht mit Bestimmtheit die Entscheidung fallen, ob ein Eintreffer- oder 
ein 2 x Eintreffervorgang vorliegt. Spekulationen iiber die Wahrschein- 
lichkeit der einen oder anderen Annahme haben schwerlich Wert. 

Den im folgenden noch anzufitihrenden Berechnungen bei diesen und 
anderen Versuchsserien, die ja in erster Linie der allgemeinen Klarung 
und Orientierung dienen sollen, wird der Einfachheit halber die An- 
nahme eines Eintreffervorganges zugrundegelegt, ohne daB damit eine 
endgiiltige Stellungnahme zu dem angeschnittenen Fragenkomplex be- 
zogen werden soll. 


2. Beziehungen zwischen der NaCl- bzw. Zuckerkonzentration 
und dem Absterben von Saccharomyces cerevisiae 


Aus den den Abb. 1 und 2 zugrundeliegenden Versuchen wird deutlich, 
da bei einer gegebenen Temperatur das Absterben saimtlicher in einer 
konzentrierten NaCl- oder Zuckerlésung vorhandenen Mikroorganismen 
um so schneller vonstatten geht, je hoher die Konzentration ist. 

Die Beziehungen zwischen Absterbeverlauf und Konzentration der 
Lésung lassen sich nach Raun (1945) mittels folgender Gleichung er- 


fassen: 
SORRY NYS 
kK, Co) 


c, und c, bedeuten dabei die zu vergleichenden Konzentrationen, K, und K, die 
beiden Konzentrationen entsprechenden Absterbekonstanten. 

Die in obiger Gleichung verwendete Absterbekonstante K steht mit der im 
vorigen Abschnitt zugrunde gelegten Absterbekonstanten & in der Beziehung: 
K = 0,484 k. 

Fiir den Vergleich der durchschnittlichen Absterbekonstanten von 
Sacch. cerevisiae in 77% iger und 60% iger Fructoselésung (Abb. 1) bei 
20° C ergibt sich nach obiger Gleichung ein Wert » ~ 1 (0,9). 

Da gleichzeitig die Beziehung gilt: z = : == (=) ” pedeutet dies, daB 
bei n =1 das Absterben aller vorhandenen Hefezellen oder desselben 
Prozentsatzes bei der doppelten Zuckerkonzentration in der halben Zeit 
stattfinden wiirde. 

Fir den Vergleich der nach den MeSwerten der Abb. 2 berechneten 
Absterbekonstanten K fiir das Absterben von Sacch. cerevisiae in einer 
24- und 16% igen NaCl-Lésung wurde analog n = 0,67 berechnet. Wollte 
man also die Geschwindigkeit des Absterbens verdoppeln, miiSte man 
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von einer Konzentration von 16% NaCl auf eine solche von etwa 45% 
NaCl iibergehen. 

Allmihliches Absterben der eingebrachten Hefezellen in NaCl-haltigen 
Lésungen wurde bis herab zu einer NaCl-Konzentration von 14% be- 
obachtet. Dagegen wurde bei Konzentrationen unterhalb 12% mit 
Sicherheit Vermehrung der Hefezellen festgestellt. Die Vermehrung war 
um so langsamer, je hoher die NaCl-Konzentration war. Die Grenz- 
konzentration zwischen Zu- und Abnahme muB also fiir Sacch. cerevisiae 
bei px 4,5, 20°C und optimalen Ernahrungsverhaltnissen zwischen 12 
und 14% NaCl, entsprechend 90—91% relativer Luftfeuchtigkeit liegen. 
Analog war in synthetischer Naihrlosung bei 20° C und px 4,5 die Grenze 
zwischen Vermehrung und Abnahme von Sacch. cerevisiae zwischen 47 
und 50% Monose, entsprechend 93—91%% relativer Luftfeuchtigkeit, 
festzustellen. Der Wert entspricht etwa den Befunden von ERICKSON u. 
Fapian (1942) und von ScHACHINGER u. HeErss (1951). In mit Monose 
versetzter Malznihrbriihe liegt die Grenze zwischen Zu- und Abnahme 
fiir Sacch. cerevisiae unter sonst gleichen Bedingungen anscheinend bei 
etwas héheren Konzentrationen, naémlich bei 55% Monose, entsprechend 
88% relativer Luftfeuchtigkeit. Der Bereich der Grenzkonzentration 
zwischen Zu- und Abnahme liegt bei NaCl- und zuckerreichen Loésungen 
etwa im gleichen Intervall der Gleichgewichtsfeuchtigkeit bzw. des 
osmotischen Drucks. Dies spricht dafiir, daB in beiden Fallen tatsachlich 
der hohe osmotische Wert als keimtétendes Agens wirkt und damit gegen 
die Annahme einer spezifischen Giftwirkung des NaCl. 

Die Vermehrung bzw. Abnahme der Hefezellen ist im Bereich der 
Grenzkonzentration stark verlangsamt, so daB der Eindruck eines 
statischen Zustandes erweckt werden kann. Offenbar strebt aber, ebenso 
wie es fiir dieWirkung von Konservierungsmitteln gezeigt wurde (v. SCHEL- 
HORN 1953), jedes System — Hefezellen in Nahrlésung mit NaCl bzw. 
Zucker — entweder dem Endziel der Vergirung oder demjenigen der 
Sterilitét zu und ein lediglich statischer Zustand diirfte bei nicht im 
Sporenzustand vorliegenden Mikroorganismen nur einen idealen Grenzfall 
darstellen. 


3. Allgemeine Beziehungen 
zwischen dem konzentrationsbedingten Absterben von 
Saccharomyces cerevisiae und der Temperatur 

Das Absterben der Hefezellen unter der Wirkung hoher NaCl- und 
Zuckerkonzentrationen verlief um so rascher, je hoher die Temperatur 
war. Ks wurde versucht, den Wert Qj, der ein MaB fiir die Beschleu- 
nigung des Absterbeverlaufes mit steigender Temperatur darstellt, zu er- 
mitteln. Ks wurden zuniichst die K-Werte bei verschiedenen Tempera- 
turen zwischen 0 und 50° C festgestellt. 


Untersuchungen iiber das Absterben von Hefen u. anderen Mikroorganismen 47 


Nach der Beziehung Kp, yt = KpQ,%t (Rann 1945) laBt sich Q, bzw. 
Q1o fiir jeden Temperaturbereich 7’ + N berechnen. Q,9 scheint innerhalb 
des letalen Konzentrationsbereiches weitgehend von der Konzentration 
der Lésung unabhingig und bei konzentrierten NaCl- und Zucker- 
losungen (gepriift zwischen 16 und 24% NaCl, 65—77 % Fructose) etwa 
gleichgroB zu sein. Dagegen ist Q,) abhingig von der Temperatur. Kp 
bedeutet dabei Absterbekonstante K (vgl. 8.45) bei einer Temperatur 
T°, Kp. y die Absterbekonstante bei der héheren Temperatur 7 + N°, 
N somit die Temperaturdifferenz. Q, ist der Temperaturkoeffizient bei 
Zunahme der Temperatur um 1°, Q,) der Temperaturkoeffizient bei 
Zunahme der Temperatur um 10°, ¢ die gewahlte Zeiteinheit. 

Tab. 1 zeigt Durchschnittswerte fiir Q,), wie sie aus zahlreichen bei 
verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrten Absterbeversuchen er- 
mittelt wurden. 


Tabelle 1. Q,9-Werte fiir das Absterben von Sacch. cerevisiae in hochkonzentrierten 
NaCl- und Zuckerlosungen 


Temperaturdifferenz: | 0—30° C | 30—50° C 
SENECA 11 2, 2,34 + 0,17 | 6,71 + 0,25 
inpAucken ph ass! Ses 2,78 + 0,40 6,43 -- 0,60 


Es wurde versucht, an einem Beispiel, némlich NaCl-Lésung von 24%, 
die Schwankung des Wertes Q,, in Abhingigkeit von der Temperatur 
noch genauer zu analysieren. Dabei wurde festgestellt: Der Wert Qj 
liegt bei nicht letalen Temperaturen (gepriift @,, im Bereich 34/30, 
30/20, 20/10, 10/0 ° C) um 2. Statistisch gesicherte Schwankungen von 
Q,) in Abhangigkeit von der Temperatur konnten in diesem 'Temperatur- 
bereich nicht gefunden werden. Dies ist auch verstindlich. Ein ver- 
anderlicher Q,)-Wert fiir das konzentrationsbedingte Absterben ware 
dann zu erwarten, wenn diesem Vorgang, der analog zahlreichen che- 
mischen Vorgiingen mit zunehmender Temperatur gleichmafig be- 
schleunigt wird, ein anderer Faktor entgegenwirken wiirde. Ein solcher 
Faktor ware die Vermehrung der Mikroorganismen, die bei von 0° C zum 
Optimum ansteigender Temperatur ungleichmaBig beschleunigt wird 
(Scorr 1937, CHRISTOPHERSEN 1953). In unserem Falle findet aber keine 
Vermehrung der Hefezellen statt, da diese eben durch die letale Konzen- 
tration unterbunden wird. Anders liegen die Verhaltnisse bei hyper- 
maximalen, letalen Temperaturen. Hier kombinieren sich zwei Faktoren, 
nimlich die mit steigender Temperatur beschleunigte konzentrations- 
bedingte Abtétung und die ebenfalls mit steigender Temperatur be- 
schleunigte Hitzeabtotung. So ist es nicht verwunderlich, daf die Qjo- 
Werte fiir das Absterben in konzentrierten NaCl- und Zuckerlosungen im 
Bereich 34/40 und 40/50° C als um 6 liegend ermittelt wurden. 
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Von Interesse ist ferner die Frage, wie sich die Grenzkonzentration 
zwischen Zu- und Abnahme der Hefezellen unter dem EinfluB hoher 
NaCl- und Zuckerkonzentrationen in Beziehung zur Temperatur ver- 
schiebt. Friiher wurde gezeigt (v. SCHELHORN 1953), daB bei tieferen und 
damit fiir die Vermehrung von Hefen ungiinstigeren Temperaturen be- 
reits Konzentrationen an Zellgiften zum Absterben fiihren, die bei fir 
die betreffende Mikrobenart optimalen Temperaturen lediglich eine 
Verlangsamung der Vermehrung bewirken. Die Grenzkonzentration 
zwischen Zu- und Abnahme erwies sich also als temperaturabhangig. Es 
lag nahe, nachzupriifen, wie die Verhiltnisse in dieser Hinsicht beim Ab- 
sterben der Hefezellen unter der Wirkung hoher NaCl- und Zucker- 
konzentrationen liegen. 

Versuche bei 0°C und bei 20°C ergaben, da die Grenze zwischen Zu- und 
Abnahme bei beiden Temperaturen im gleichen Konzentrationsbereich lag. 


4, Beziehungen zwischen dem durch hohe Temperaturen 
bedingten Absterben von Saccharomyces cerevisiae und der 
NaCl- bzw. Zuckerkonzentration der Lésung 


Der hier behandelte Fragenkomplex stellt im Grunde genommen einen 
Teil der im vorigen Abschnitt besprochenen Probleme dar. Die Frage, 
wie sich hohe NaCl- bzw. Zuckerkonzentrationen in Verbindung mit 
letalen Temperaturen auswirken, ob also die Wirkung einer Hitze- 
sterilisierung durch hohe NaCl- oder Zuckerkonzentrationen abge- 
schwicht oder verstirkt wird, darf jedoch auf besonderes Interesse 
rechnen. 

Tab. 2 zeigt das Ergebnis von Versuchen, bei welchen Sacch. cerevisiae 
bei verschieden hohen Zusatzen von NaCl bzw. Fructose 1 Std lang auf 
52° C gehalten wurde. 

Hohe Kochsalzkonzentrationen wirken also in dem Sinne, da mehr 
Zellen unter der Wirkung der Behandlung bei 52°C abstarben als in 
Lésungen mit niedrigem NaCl-Gehalt oder in NaCl-freien Lésungen. Bei 
den Versuchen in Lésungen mit verschiedenen Fructosezusiatzen bei 
52° C ergibt sich bei mittleren Zuckerkonzentrationen (im Versuch ab 
30% Fructose) eine deutliche Schutzwirkung des Zuckers in dem Sinne, 
daB bei gleicher Behandlung bei 52° C in diesen Lésungen weniger Hefe- 
zellen abstarben als in Lésungen ohne oder mit nur geringen Zusatzen 
von Zucker. Bei hohen Zuckerkonzentrationen (im Versuch ab 50%) 
wurde wieder ein Absinken der Uberlebensquoten festgestellt, jedoch 
nicht so ausgepragt wie bei Anwesenheit hoher NaCl-Konzentrationen. 
Die Uberlebensquoten waren in den héchstkonzentrierten der gepriften 
Zuckerlosungen noch hoher als in der Vergleichslésung ohne Zucker. In- 
wieweit sich trotz den bereits beschriebenen VorsichtsmaBnahmen bei 
der Erhitzung der hochkonzentrierten Fructoselésungen auf 52° C doch 
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noch Caramellisationsprodukte bildeten und das Ergebnis beeinfluBten, 
kann nicht entschieden werden. Auch die Priifung der Wirkung noch 
hoherer als der verwendeten Zuckerkonzentrationen ware in diesem Zu- 
sammenhang interessant gewesen, lieB sich aber infolge der zu hohen Vis- 
cositaét solcher Lésungen nicht mit der nétigen Genauigkeit durchfihren. 

Die mit Sacch. cerevisiae gefundenen Beziehungen iiber das Zusammen- 
wirken von Hitzesterilisation und hohen NaCl- bzw. Zuckerkonzen- 
trationen lassen sich mit bereits friiher beschriebenen Befunden gut ver- 
einbaren. So gibt eine Reihe von Autoren an, da in kochsalzreichen 
Losungen niedrigere Temperatur-Zeitwerte zum Absterben der vor- 
handenen Mikroorganismen fiihren als in kochsalzfreien oder kochsalz- 
armen Medien (ANDERSON u. Mitarb. 1949, dort altere Literatur zitiert). 
An anderer Stelle findet sich die Angabe (Vitsonn 1936), daB maRige 
NaCl-Zusitze eine gewisse Schutzwirkung gegeniiber der Hitzeabtétung 
von Mikroorganismen auszutiben vermégen. Wenn auch das in unseren 
Versuchen festgestellte Optimum von 9% Uberlebenden bei 4% NaCl- 
Zusatz nicht sehr ausgepragt ist, so widersprechen unsere Befunde doch 
keinesfalls denjenigen von VILJOEN (1936). 

Was die Wechselbeziehungen zwischen Hitzesterilisation und hohem 
Zuckergehalt des Substrates anbelangt, so wird seit langem die Auf- 
fassung vertreten (BAUMGARTNER, 1938; OWEN, 1913; KRuMBHOLZz, 1936), 
daB durch Vorhandensein hoherer Zuckerkonzentrationen in der Losung 
die Widerstandsfahigkeit der Mikroorganismen gegentiber hohen Tem- 
peraturen gesteigert wird. 

Es wurde weiter oben ausgefiihrt, dai die Grenze zwischen Absterben 
und Vermehrung fiir Sacch. cerevisiae bei 0O—20° C zwischen 12 und 14% 
NaCl und 47 und 50% Monose liegt. Die NaCl-Konzentration, bei welcher 
eine Verstirkung der abtotenden Wirkung hoher Temperaturen be- 
sonders deutlich einsetzt, liegt offensichtlich im gleichen Konzentrations- 
bereich (Tab. 2). Bei den Versuchen mit verschieden konzentrierten 
Zuckerlésungen laBt sich diese Parallele nicht mit der gleichen Deutlich- 
keit ziehen. Aber auch hier ergeben sich die héchsten Uberlebensquoten 
bei Hitzeabtotungsversuchen in Zuckerkonzentrationen, die an sich 
noch nicht letal wirken, wahrend bei Hitzebehandlung in héchstkonzen- 
trierten Zuckerlésungen die Uberlebensquoten wieder etwas absinken. 


5. Beziehungen zwischen der Letalwirkung hoherer Tempera- 
turen und der NaCl- bzw. Zuckerkonzentration des Substrates 
bei Mikroorganismen, die gegeniiber letzteren Faktoren 
besonders widerstandsfaihig sind 

Diese Versuche sollten in erster Linie folgende Frage lésen: Wie ver- 
schiebt sich bei Mikroorganismen, die Sacch. cerevisiae in der Widerstands- 


fahigkeit gegen hochosmotische Lésungen erheblich iibertreffen, die Grenz- 
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Tabelle 2. Absterben von Zellen von Sacch. cerevisiae in Lisungen mit verschiedenem NaCl- und Zuckergehalt bei einstiindiger Erhitzwng auf 52°C 
Prozent NaCl 


Zellen/em* vor Erhitzung. . . . 


Uberlebende/em*® . . 
Prozent Uberlebende 


Prozent Uberlebende 


Zellen/cm*® vor Erhitzung 
Uberlebende/em*. =<. ... 2 2] 


konzentration, bei welcher anstelle einer 
Abschwachung eine Verstaérkung der Letal- 
wirkung hoher Temperaturen einsetzt ? 

Als Testorganismen dienten die 8. 40 
genannten Arten. Die Kahmbhefenart 
Hansenula anomala bildete in eigenen Ver- 
suchen bei 20° C in Nahrlosungen von 
po 5 bei einem NaCl-Gehalt bis 14%, 
entsprechend 90% relativer Luftfeuchtig- 
keit, noch eine Kahmdecke, allerdings war 
das Erscheinen dieser Kahmdecke im 
Vergleich zu demjenigen in gleichstark 
beimpften NaCl-armeren Losungen ver- 
spitet. Keine Kahmdecke mehr wurde 
bei diesen Versuchen in Nahrlésungen 
mit einem NaCl-Gehalt von 16%, ent- 
sprechend 88,6°% relativer Luftfeuchtig- 
keit, gebildet. Kahmdeckenbildung wurde 
ferner in eigenen Versuchen noch bei 20° C 
und bei einem Zuckergehalt von 55% 
(Invertzucker), entsprechend einer rela- 
tiven Luftfeuchtigkeit von 89%, fest- 
gestellt, dagegen nicht mehr bei einem 
Invertzuckergehalt von 60% (869% rela- 
tiver Luftfeuchtigkeit). Bei Aspergillus 
niger wurde bei 20° C Mycelbildung bis 
zu einem NaCl-Gehalt der Lésung von 
18% festgestellt. Sporen wurden nach 
einem Aufenthalt von 4 Jahr in Losungen 
von 24% NaCl, entsprechend 82,2 °% rela- 
tiver Luftfeuchtigkeit bei 20° C (px 7) 
noch lebend gefunden; (noch laingere Zeit 
wurden diese Beobachtungen nicht fort- 
gesetzt). Die Bacillus sp. wies nach 2mona- 
tiger Lagerung bei 30° C in Nihrlésung 
von px 7 und Zusatzen von 249% NaCl 
bzw. 78% Fructose (78% relative Luft- 
feuchtigkeit) noch keinerlei Abnahme, 
allerdings auch keine Zunahme auf. 

Tab. 3 zeigt Versuche iiber die Erhitzung 
von Hansenula anomala wihrend 1 Std 
auf 48° C bei verschiedenen Zusitzen von 
NaCl baw. Zucker (Fructose). 
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Tabelle 3. Absterben von Hansenula anomala in Lésungen mit verschiedenem 


NaCl- bzw. Zuckergehalt bei einstiindiger Erhitzwng auf 48° C 


ee eee 


Prozent NaCl bzw. 
Zucker 


0 


12% NaCl 


24% NaCl 


10% Zucker 


78% Zucker 


SSS 
| 


Zellen/em* 

vor Erhitzung . 
Uberlebende/em? 
Uberlebende in 
ETOZENG Hos 5 


6,5 - 104 
22,1 0* 


34 


8,5 - 104 
2,3 - 104 


27 


Tabs 1102 
2,0 - 10? 


0,2 


ie 2ieLOP 
3,2 - 104 


27 


Bei der Konzentration von 24% NaCl baw. von 78% Zucker wurde 
weit besseres Uberstehen der Behandlung bei 48° C festgestellt als in 
kochsalzfreiem und zuckerarmem Milieu. 


Tab. 4 zeigt entsprechende Versuche mit Aspergillus niger. Die Sporen 
dieses Schimmelpilzes wurden 1 Std lang auf 55° C erhitzt. 


Tabelle 4. Absterben von Sporen von Aspergillus niger in Lésungen mit verschiedenem 


NaCl- bzw. Zuckergehalt bei einstiindigem Erhitzen auf 55° C 


die epee ae 0 12% NaCl | 24% NaCl | 10% Zucker | 78% Zucker 
Sporen/cm? vor 

Erhitzung . . 4,5 - 108 Opel OS ELS 9,5 - 108 10,5 - 108 
Uberlebende/cm® > 100 > 100 350 2 LO® > 100 10,5 - 108 
Uberlebende in 

iProzentisetas se). > 24 Say? 44 = Al 100 


Auch in diesem Falle war bei den hochsten in den Versuch einbe- 
zogenen NaCl- bzw. Zuckerkonzentrationen der Prozentsatz der Uber- 
lebenden weit héher als in NaCl- bzw. zuckerarmeren Lésungen. 


Tab. 5 zeigt Versuche tiber die Erhitzung von Bacillus sp. (1 Std bei 
87° C) in Lésungen mit verschieden hohem NaCl- bzw. Fructosezusatz. 
Auch hier konnte festgestellt werden, da8 die Behandlung bei letalen 
Temperaturen in hochkonzentrierten NaCl- und Zuckerlésungen weit 
besser ertragen wird. 


Tabelle 5. Absterben von Bacillus sp. in Liésungen mit verschieden hohen NaCl- und 
Zuckerzusdtzen bei einstiindigem Erhitzen auf 87° C 


pons fee ge i re 2s 


t NaCl baw. - 10% 60% 75% 
ne cg ° ON I eC a Oe Zucker Zucker Zucker 
a gee es eee ee 

Zellen/cm*® vor 

Erhitzung . 632010 be 7 10%) 8,91 10°, 10+ 10%. 1.1.0 -: 10° 1,3 - 10° 
Uberlebende/cm?} 6,5 - 10% | 1,1- 10° | 3,0- 10° | 7,0- 108 | 9,5-10° | 1,3 - 108 
Uberlebende in 

Prozent 2": 1 15 34 0,6 95 100 


4* 
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Vergleicht man die Versuchsergebnisse, die mit Sacch. cerevisiae ge- 
wonnen wurden, mit dem Verhalten der gegeniiber hohen osmotischen 
Werten widerstandsfahigeren Arten, so sieht man, das die Mikroorga- 
nismen je nach ihrer Widerstandsfahigkeit in verschiedener Weise auf das 
Zusammenwirken letaler Temperatur-Zeit-Werte und hoher osmotischer 
Werte reagieren. Hochkonzentrierte NaCl-Lésungen, die bei Sacch. 
cerevisiae die abtétende Wirkung der Hitzebehandlung verstarkten, 
iibten bei widerstandsfahigeren Arten offenbar eine schiitzende Wirkung 
aus. Bei den Versuchen mit Zucker war die Verstaérkung der abt6tenden 
Wirkung hoherer Temperaturen durch héchstkonzentrierte Losungen 
auch gegeniiber Sacch. cerevisiae nicht sehr deutlich. Um so weniger ist 
es verwunderlich, dai bei den Versuchen mit widerstandsfahigeren 
Arten auch héchstkonzentrierte Zuckerlésungen lediglich eine Schutz- 
wirkung bei der Hitzesterilisierung auszutiben vermogen. 


6. Verhalten von Mikroorganismen, die gegeniiber hohen osmo- 
tischen Werten weniger widerstandfihig sindalsSaccharomyces 
cerevisiae unter der kombinierten Wirkung letaler Tempera- 
turen und verschieden hoher NaCl-und Zuckerkonzentrationen 


Staphylococcus aureus erwies sich als weniger widerstandsfahig gegen- 
tiber hohen NaCl- und Zuckerkonzentrationen als Sacch. cerevisiae. Es 
wurde festgestellt, dag unter den gewihlten Versuchsbedingungen fiir 
den verwendeten Stamm von Staphylococcus aureus die Grenze zwischen 
Absterben und Vermehrung bei 37° C und px 7 zwischen Konzentrationen 
von 30 und 40% Monose, entsprechend 96—94% relativer Luftfeuchtig- 
keit lag. 

Tab. 6 zeigt Versuche, bei welchen Staphylococcus aureus bei ver- 
schieden hohen Zusitzen von Fructose 1 Std auf 45° C erhitzt wurde. 


Tabelle 6. Absterben von Staphylococcus aureus in Lésungen mit verschieden hohen 
Zuckerkonzentrationen bei einstiindiger Behandlung bei 45° C 


Prozent Zucker 0 10 30 1 47 


Zellen/cm* 


vor Erhitzung 5,1 - 10° 5,6 - 10° 6,7 - 10° 4,1-10° 
Uberlebende/em® 1,7 - 105 3,2 - 105 1,5 - 108 2,4 - 108 
Uberlebende in 

Prozent . .. 33 56 0,2 0,6 


Aus ihr geht deutlich hervor, daB in zuckerreichen Lésungen (in der 
Tabelle ab 30%) mehr Individuen unter der Wirkung letaler Temperatur- 
Zeit-Werte zum Absterben kommen als in zuckerfreien oder zuckerarmen 
Losungen. Es liegt ein Parallelfall zu der bei den Versuchen mit Sacch. 
cerevisiae festgestellten Wirkung hoher NaCl-Konzentrationen vor. Wah- 
rend bei dieser verhaltnismaBig gegen hohe Zuckerkonzentrationen wider- 


Untersuchungen iiber das Absterben von Hefen u. anderen Mikroorganismen 53 


standsfahigen Art die entsprechende Wirkung hoher Zuckerkonzentra- 
tionen nicht sicher erfaft werden konnte, tritt sie bei den Versuchen mit 
der empfindlicheren Art Staphylococcus awreus deutlich zu Tage. Der 
Versuch mit Staphylococcus awreus rundet somit das Bild der Beziehungen 
zwischen der abtétenden Wirkung letaler Hitzebehandlung und der Na(Cl- 
bzw. Zuckerkonzentration der Losung ab. 


Besprechung der theoretischen und praktischen Ergebnisse der Versuche 


Am Beispiel Sacch. cerevisiae wurde gezeigt, daB fiir Mikroorganismen 
von nicht allzu groBer Widerstandsfihigkeit gegeniiber hohen NaCl- und 
Zuckerkonzentrationen ihres Nahrsubstrates eine Grenzkonzentration 
zwischen Vermehrung und Absterben existiert. Bei Konzentrationen 
unterhalb dieser Grenze findet Vermehrung, bei hGheren Konzentrationen 
Absterben statt. Rein statisches Verhalten der Hefezellen ohne Zu- oder 
Abnahme stellt einen lediglich bei der Grenzkonzentration anzunehmen- 
den Idealfall vor. Ob dies auch fiir Schimmelpilz- und Bakteriensporen 
zutrifft, muB noch geklirt werden. Es ist zu bezweifeln. Die Geschwindig- 
keit der Vermehrung bzw. des Absterbens ist von der Konzentration 
und der Temperatur abhangig, auBerdem auch noch von weiteren Fak- 
toren, wie Nahrstoffgehalt und py-Wert, auf die nur am Rande einge- 
gangen werden konnte. 

NaCl- und zuckerreiche Substrate erleiden aufgrund der geschilderten 
Verhialtnisse bei langerer Lagerung offenbar eine Verarmung in der Zahl 
der urspriinglich vorhandenen Mikroorganismenarten, indem die gegen 
hohe osmotische Werte weniger widerstandsfaihigen Arten allmahlich ab- 
sterben. So weist RoEDERER (1951) auf die bactericide Wirkung hoher 
Zuckerkonzentrationen gegentiber nahrungsmittelvergiftenden Bakterien 
hin. 

Die Verarmung eines NaCl- oder zuckerreichen Substrates an Mikro- 
organismenarten tritt nach den vorliegenden Untersuchungen bei hoheren 
Lagertemperaturen schneller ein als bei kihler Lagerung. 


Wir wissen jedoch, da® eine Reihe von Mikroorganismen hohe NaCl- 
Konzentrationen bis zu gesittigten Losungen sehr gut ertraégt. So sind 
gewisse Micrococcus-Arten geradezu an hochkonzentrierte Salzlosungen 
angepaBt (Progress Reports, 1949; Perrowa, 1933). Der bereits er- 
wahnte widerstandsfaihige Schimmelpilz Asp. niger wurde in eigenen 
Versuchen noch tibertroffen durch Asp. glaucus. Letzterer entwickelte in 
Nahrlésungen von py7 bei einem Salzgehalt bis zu 20 % NaCl, ent- 
sprechend 85 % relativer Luftfeuchtigkeit, noch mikroskopisch sichtbares 
Mycel. Nach Ercuets u. Bevr (1950) bildeten Angehorige der Kahm- 
hefengattung Debaryomyces noch in Losungen bis zu 20 % NaCl Kahm- 
decken aus. Bis zu ebenso hohen Konzentrationen stellten diese Autoren 
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Vermehrung von Angehérigen der osmophilen Hefegattung Zygosaccharo- 
myces fest, die hinsichtlich der Widerstandsfahigkeit gegentiber hohen 
Zuckerkonzentrationen an der Spitze stehen diirfte (v. SCHELHORN, 
1950a). Es wurde festgestellt, daB die Grenze fiir die Vermehrung der 
extrem osmophilen Art Zygosacch. Barkeri in hochkonzentriertem Fruc- 
tosesirup bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 62%, entsprechend 
etwa 80% Fructose liegt. Der osmophile Schimmelpilz Asp. glaucus ver- 
mag nach eigenen Untersuchungen noch in zuckerreichen Substraten im 
Gleichgewicht mit 72—73 % relativer Luftfeuchtigkeit entsprechend 72 % 
Fructose, Mycel auszubilden, Sporen werden auch durch héchstkonzen- 
trierte Zuckerlésungen nicht oder nur in sehr langen Zeitraumen abgetotet. 

Es ist daher nicht zu erwarten, da NaCl- oder zuckerreiche Substrate 
lediglich aufgrund ihres hohen osmotischen Wertes im Verlaufe der Lage- 
rung sicher steril werden. 

Was das Zusammenwirken letaler Hitze-Zeit-Werte und hoher osmo- 
tischer Werte anbelangt, so ist anzunehmen, da NaCl- und Zucker- 
zusitze bis zu einer gewissen Hohe eine Schutzwirkung gegeniiber letalen 
Hitze-Zeit-Werten ausiiben, noch héhere Konzentrationen an NaCl oder 
Zucker dagegen die Wirkung der Hitzesterilisation verstirken. Wiirde 
man beim Beispiel des Staphylococcus aureus die Zahl der Uberlebenden 
nach einer einstiindigen Behandlung bei 45° C in Lésungen mit verschie- 
den hoher Zuckerkonzentration in der Weise graphisch darstellen, daB 
auf der Abszisse die Konzentrationen der Lésung, auf der Ordinate die 
Uberlebenden in Prozenten aufgetragen wiirden, so hatte diese Kurve 
einen Gipfelpunkt der Uberlebenden bei mittleren Zuckerkonzentra- 
tionen. Ein analoges Bild ergibt sich bei einstiindiger Behandlung von 
Sacch. cerevisiae in NaCl-Lésungen verschiedener Konzentration bei 
52° C. Allerdings ist der Gipfel der Kurve bei 49% NaCl nur schwach aus- 
gepragt. Bei Mikroorganismen, die gegen hohe osmotische Werte wider- 
standsfahiger sind als Staphylococcus aureus und Sacch. cerevisiae, ist nur 
der aufsteigende Ast der fraglichen Kurve realisierbar. 

Da die Vorginge, die sich bei der Hitzeabtétung von Mikroben ab- 
spielen, noch nicht in allen Punkten geklirt sind, kann auch noch keine 
absolut sichere Erklarung fiir die Beziehungen zwischen Hitzeabtétung 
und osmotischem Wert der Lésung gegeben werden. Auf der Basis der 
Auffassung, da das Absterben der Mikrobenzelle bei héheren Tempe- 
raturen durch Kiweiikoagulation erfolgt und unter Beriicksichtigung der 
schon von Lrwirx (1890) festgestellten Tatsache, daB Eiwei8 durch 
Wasserentzug gegen hohere Temperaturen widerstandsfahiger wird, lat 
sich die schiitzende Wirkung NaCl- und zuckerreicher Lésungen ver- 
stehen. Die Fahigkeit der Zellen, sich auf hohe osmotische Werte der Um- 


1 Jetzt mit Saccharomyces vereinigt (vgl. LoppER u. KREGER-vAN Ris, 1952). 
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gebung durch Wasserabgabe einzustellen, ist jedoch nicht unbeschrinkt. 
Jenseits einer je nach der Mikrobenart verschieden hohen Grenzkonzen- 
tration kommt es zu irreversiblen Veranderungen. Diese fiihren, mogen 
sie nun im einzelnen in Schadigungen des Plasmas, Aussalzen der Enzyme 
oder noch anderen Vorgingen bestehen, zum Zelltod. Wird also eine ge- 
wisse Grenzkonzentration iiberschritten und die Mikrobenzelle gleich- 
zeitig letalen Temperaturen ausgesetzt, so wirken zwei Hinfliisse im 
Sinne einer beschleunigten Abtétung zusammen. 

Bei Folgerungen aus den Beziehungen zwischen der Konzentration der 
Lésung an Zucker oder NaCl und der Wirkung letaler Hitze-Zeit-Werte 
ist folgendes zu beriicksichtigen: Die in den vorliegenden Untersuchungen 
herangezogenen hédchsten NaCl- und Zuckerkonzentrationen werden 
unter praktischen Verhaltnissen nur in Ausnahmefillen erreicht. Da- 
gegen ist mit dem Vorhandensein von Mikroorganismen mit sehr hoher 
Widerstandsfahigkeit gegen hohe osmotische Werte jederzeit zu rechnen. 
Die angefiihrten Arten stellen ja keine nur dem Systematiker bekannten 
Seltenheiten dar, sondern es handelt sich um iiberall vorkommende, 
uns im Alltag auf verdorbenem Dauerbrot, auf und in Marmeladen, 
in Sirupen, auf der Oberfliche wasserarmer Dauerwiirste, in salzreichen 
Laken oder auf und in sonstigen Lebensmitteln von hohem osmotischen 
Wert haufig begegnende Arten. Der Fall, daB8 infolge hoher Zucker- 
konzentration der absteigende Ast der gedachten Kurve fiir alle in Be- 
tracht kommenden Mikroorganismen anzunehmen ist, wird daher in der 
Praxis so gut wie nie eintreten. Man wird daher nie voraussetzen diirfen, 
daB zuckerreiche Substrate aufgrund dieser Eigenschaft einer kiirzeren 
Hitzebehandlung zur Keimfreimachung bediirfen als Substrate von 
sonst gleicher Zusammensetzung aber niedrigerem Zuckergehalt. Viel- 
mehr wird man erwarten miissen, daB vorhandene niedrige bis — im 
Sinne unserer Betrachtung — mittlere Zuckerkonzentrationen eine 
schiitzende Wirkung auf die vorhandenen Mikroorganismen ausiiben. 
Dabei muB auch noch beriicksichtigt werden, daB der Warmeaustausch 
mit zuckerreicheren Substraten langsamer erfolgt. Etwas giinstiger liegen 
die Verhiltnisse bei der Wirkung héherer Salzgehalte auf die notwendigen 
Sterilisierzeiten. Hier kénnte der Fall méglich sein, dal die erwahnte 
durch hohen NaCl-Gehalt bedingte Verarmung eines Substrates an 
Mikroorganismenarten sich in dem Sinne auswirkt, daB gerade die hitze- 
resistenten Clostridien zuriickgedriingt werden. Jedoch kann zu dieser 
Frage mangels eingehenderer Studien noch nichts Endgiiltiges gesagt 
werden. 

Zusammenfassung 

Es wurde das Absterben verschiedener Arten von Mikroorganismen in 
hochkonzentrierten NaCl- und Zuckerlésungen untersucht, eingehender 
bei Saccharomyces cerevisiae. Bei dieser Art, die mittlere Widerstandsfahig- 
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keit gegeniiber hohen osmotischen Werten aufweist, wurde zunachst der 
allgemeine Absterbeverlauf in konzentrierten NaCl- und Zuckerlésungen 
bei 20° C studiert; eine sichere Entscheidung, ob dieses Absterben nach 
der Regel eines Hintreffer- oder eines 2 x EKintreffervorganges verlauft, 
konnte nicht gefillt werden. Sodann wurden die Beziehungen zwischen 
der NaCl- bzw. Zuckerkonzentration der Lésung und dem Absterbever- 
lauf untersucht, ferner die Beschleunigung, die das Absterben bei an sich 
nicht letalen Temperaturen mit steigender Temperatur erleidet, sowie 
das Zusammenwirken letaler Temperaturen und verschieden hoher NaCl- 
und Zuckerkonzentrationen. Mit dem Verhalten von Sacch. cerevisiae 
wurde dasjenige von Mikroorganismen mit gréBerer oder geringerer Re- 
sistenz gegentiber hohen osmotischen Werten verglichen. Es ergab sich — 
als allgemeine Regel, daB mittlere NaCl- und Zuckerkonzentrationen in 
der Lésung die Wirkung letaler Temperaturen abschwiachen, wihrend 
hohe und héchste NaCl- und Zuckerkonzentrationen diese verstarken. 
Welche Konzentrationen aber im einen oder anderen Sinne wirken und 
ob im Rahmen des Léslichkeitsbereiches von NaCl- und der verschiedenen 
Zuckerarten iiberhaupt eine Verstiirkung der abtétenden Wirkung der 
Hitzebehandlung erfolgt, hingt von der Natur der verschiedenen Mikro- 
organismen ab. 

In der Praxis ist bei der Hitzesterilisierung von Substraten immer auch 
mit der Anwesenheit von Arten zu rechnen, die gegen hohe osmotische 
Werte sehr widerstandsfaihig sind; daher sind insbesondere zuckerreiche 
Substrate eher linger als soleche von niedrigerem osmotischen Wert zu 
sterilisieren. 
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Although a great deal is known about the bacteria which can grow in 
purely inorganic media, nothing has been reported on the chemo- 
autotrophs which belong to other groups of micro-organisms. In the 
present paper we report evidence that there is a form of Streptomyces 
which is able to grow chemo-autotrophically. 

The discovery of this new organism was a matter of contingency. 
A solution of phosphate buffer which had been left unused for a long time 
was found to be covered with a thin layer consisting of minute white 
particles. Attentive observation from time to time seemed to indicate a 
continuous, though extremely slow, growth of powder-like colonies. 
A loopful of the organism transferred to a sterilized inorganic nutrient 
medium showed active growth, eventually covering the whole surface of 
the liquid, provided that the culture was placed inside the laboratory. 
It was found that the factor supporting the growth of the organism was 
the coal gas which leaked out in minute quantities somewhere in the 
laboratory. In fact, growth was markedly accelerated when the culture 
was supplied with a mixture of the gas and air. By investigating the 
effect of various gases upon the culture, it was revealed that the effective 
component contained in the gas was nothing but hydrogen. Besides 
hydrogen, oxygen and carbon dioxide were required for the growth of 
the organism, a fact indicating that it assimilated carbon dioxide by 
using the energy derived from the oxy-hydrogen reaction. 

The isolation of the organism was easily attained by repeated transfers 
of conidiospores formed on the upper surface of the colony; each time 
the purity of the culture was tested by smearing part of the culture on a 
broth-agar slant. The organism is a facultative autotroph, being able to 
grow heterotrophically if supplied with adequate organic nutrients. 
Microscopic examination as well as inspection with the naked eye showed 
that the organism has every characteristic of the genus Streptomyces, 
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@ group among which no autotrophic form has ever been reported (BREED 
et al. 1948; WakSMAN et al. 1954; Fry et al. 1954; Lees 1955). De- 
scribed herein are the main characteristics of this new organism, for 
which we propose the name Streptomyces autotrophicus. 


Description of the Species 
Streptomyces autotrophicus, TAKAMIYA et TUBAKI, nov. sp. 


The most salient feature of this species is its capacity for growing on 
inorganic media free from any trace of organic carbon sources. Carbon 
dioxide supplied either in gaseous form or as sodium bicarbonate is 
utilized as the sole source of carbon in the autotrophic development. The 
energy for this assimilation is obtained by the oxidation of molecular 
hydrogen. The presence of coal gas in the atmosphere effectively supports 
the autotrophic growth of the organism (the appropriate ratio of the gas 
and air being in the range from 1:3 to 3:1). Components of coal gas 
other than hydrogen, 7. e., carbon monoxide, methane and acetylene, 
either individually or given simultaneously, are not utilized by the 
organism. It is strictly aerophilic; the formation of colonies occurs only 
on the surface of the medium, and the growth becomes extremely 
sluggish if the colonies are submerged in the liquid medium. As nitrogen 
source it utilizes urea, ammonium as well as nitrate salts, but not mole- 
cular nitrogen. The organism can also grow heterotrophically at a rate 
that is greater than that of its autotrophic growth. Repeated sub- 
culturing on richly nutritive organic media (e. g. peptone broth) does not 
deprive the organism of its capacity for further growth on inorganic 
media. 

The organism is not authentically chromogenic, although pale yellow 
to brownish yellow pigments are produced in older cultures on some 
organic media (peptone, glucose). No characteristic odour is recognized 
in autotrophic growth. On some organic media a faint earthy odour is 
present. 

The optimal temperature for autotrophic growth is about 28—30°C.; 
no growth occurs at 45° C. The organism, especially in its conidial form, 
is markedly tolerant against drought and starvation. The culture 
could be revived even from a white crust of cells adhering to the surface 
of a dried agar slant more than three years old. 


Colonies usually snow-white in appearance, because of the abundance 
of aerial hyphae covering the upper part of the colonies. When the 
formation of aerial hyphae is scanty (see later), the colonies assume a 
yellowish tint which is the colour of the vegetative mycelia. No guttation 
of liquid droplets on colony surface. 
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Fig. 1. Electron micrograph of vegetative hyphae; fragments § ; 
from the mycelial texture of a colony floating on the surface Fig. 2. Chlamydospores 


of peptone-broth. (19 days; 25° C.) (Malt-agar; 7 months, 25° C.) 
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Fig. 3. Conidiophores with conidia. (Glucose-broth agar; 10 days, 25° ©.) 


Vegetative hyphae yellowish, branched at very short intervals, 
and entangled to give rise to a lichenoid texture, with occasional for- 
mation of round, swollen cells (chlamydospores) (fig. 1). 
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Chlamydospores intercalcar or terminal, usually spheroid to ovoid, 
1.8—2.5 w in diameter, pale yellow; abundantly formed in older cultures, 
especially in heterotrophic growth on complex nutrients (glucose, 
peptone) (fig. 2). 

Aerial hyphae 0.5 to 
1.0 in diameter, colourless, 
entangled, sinuous but show % 
no spiral formation, alter- 
nately or irregularly bran- 
ched ; branches breaking up 
into conidia (fig. 3, 4 and 5). 

Conidia colourless with 
smooth surface; vary in 


shape from ellipsoid to long 4 
ovoid or cylindrical ; usually TM 
O54 3 «0.50.8 ju, Some- Fig.4. Electron micrograph of a young conidiophore; Conidia 


; FS from other mature conidiophores are seen adhering to it. 
times smaller, IL as 0.3 ft (Inorganic nutrient solution; 30 days at room temperature) 


(fig. 6). 

Culture on inorganic salt solution?t: Chemo-autotrophic growth 
in oxy-hydrogen gas mixture very slow. Colony at first powdery-white 
in appearance (see fig. 7); later, forming patches of thin, flat film covering 


s 


Fig. 5. Electron micrograph of aerial hyphae with conidia. (The same culture as above) 


whole liquid surface (fig. 8); snow-white, powdery at center with abun- 
dant conidia formation. Reverse side white at margin, yellowish at center. 


1 The composition of the inorganic nutrient medium: K,HPO,, 0.3%; NaCl, 
af 


0.05%; MgSO,: 7aq, 0.0025%; (NH4),8O,, 0.2%; FeSO,: 7aq, 0.0003%. 
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Upper surface of colony unwettable, not submerged even by vigorous 
shaking, no appreciable growth when submerged in liquid phase. No 
guttation of liquid droplets; no odour; no soluble pigment produced. 


Fig. 6. Electron micrograph of conidia. (Inorganic nutrient solution; 30 days at room temperature) 


Culture on glucose-salt-solution!. Growth rapid. Colony irregularly 
twisted flakes with curved surface. Yellow; aerial hyphae scanty. Floating colonies 
easily submerged by shaking. No appreciable growth of submerged colonies, nor 
turbidity in liquid phase. Soluble yellow pigment produced in older cultures; no 
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Fig. 7. Photomicrograph of younger colonies 
initiating their growth on the slide glass 
wetted with the inorganic nutrient solution. 
(13 days; kept under moist condition; 25° C.) 


guttation of liquid droplets, no special odour. 


Culture on peptone broth. Growth 
rapid. Colony as above; at first yellow to 
brownish yellow, later frost-white with 
abundant aerial hyphae and _ conidia. 
Readily submerged by shaking. No appre- 
ciable growth of submerged colonies, nor 
turbidity in liquid phase. Darkening of broth 
in very old cultures. No guttation of liquid 
drops; odour earthy, not very strong. 

Culture on CzaAPEK’s agar (with no 
organic carbon source), Colony powdery 
and snow-white in appearance, much folded 
and raised, consisting of a tough mycelial 
felt; thicker at central area (up to 1.5—2 mm. 
in height) than at periphery. Reverse side 
wrinkled and pale yellowish. No pigment 
formation. 


Culture on Krarnsky’s agar (with no carbohydrate).Colony much folded and 
raised (up to 1—2 mm. in height). Light yellowish at earlier stages of development, 


1 The composition of the glucose-salt-solution: Glucose (1%) added to the in- 
organic nutrient medium (see foot-note on page 61). 
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when vegetative hyphae predominate; later, colour changes to white at central area 
with development of aerial hyphae and conidia. Reverse side of colony wrinkled and 
pale yellowish. : 

Culture on calcium malate agar. Colony powdery in appearance, much 
folded and raised in central area (up to 0.5—1 mm. in height). Slightly cream- 
yellow at earlier stages of development; later, white with development of aerial 
hyphae and conidia. Reverse side of colony pale brownish. 

Culture on broth-agar. Colony powdery and snow-white in appearance, 
much folded and raised (fig. 9). Reverse side relatively smooth and pale brownish. 
Invery old cultures, faint brown 
tint noticed in agar layer imme- 
diately beneath growing colony. 
Odour earthy, faint. 
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Fig. 8. Photograph of the colonies covering the surface of the Fig. 9. 
inorganic nutrient solution. The total mass of the organism Photograph of a colony. Broth agar 
shown in this photograph weighed about 20 mg. in dry plate. (14 days; 25° C.) 


weight. (More than 6 months, at room temperature.) 


Culture on glucose-broth-agar. Colony same as above, but considerably 
thicker (up to 4 mm. in height). 

Culture on malt-agar. Colony irregularly wrinkled and folded (up to 4 mm. 
in height) ; production of conidia rather poor. Reverse side wrinkled and pale yellow- 
ish. 

Culture on milk. White and thin pellicles formed on milk surface. Reverse side 
yellowish. Milk not coagulated; no formation of soluble pigment. 

Culture on litmus-milk. No coagulation of milk; no change in reaction. 

Culture on glycerol-broth-agar. Growth scanty. 

Culture on starch-agar. Growth scanty; starch not hydrolyzed. 

Culture on potato plug. Colony white and much folded, with thick central 
area and thin periphery. Reverse side pale brownish. 

Culture on carrot plug. Abundant growth forming white colonies which are 
much folded and thick (up to 3—5 mm. in height) at central area; periphery of 
colony thin and not folded. Reverse side pale cream-yellow. No soluble pigment 
formed. 

Inorganic nitrogen sources. Given in a concentration of 0.1%, the follow- 
ing salts are utilized as nitrogen source: sodium nitrate, potassium nitrate, 
ammonium nitrate, ammonium chloride, ammonium phosphate and ammonium 
sulphate. Among these ammonium chloride and ammonium phosphate (CZAPER’S 
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solution) gave the best results. The organism thrives also on urea as the sole nitrogen 
source. Atmospheric nitrogen is not utilized. 

Other observations. Cellulose not decomposed; gelatin not liquefied; nitrate 
not reduced. Gram-positive; non acid-fast. 

Habitat. Originally found on the surface of phosphate buffer solution left 
unused in a laboratory in Tokyo. Conceivably, it was derived from atmospheric 
dust. 

Type-culture. The type-culture of the species will be preserved in the Japanese 
Type-Culture Collection, Nagao Institute, Tokyo, Japan. 


Remarks 


It should be remarked that, besides the organism described above, we 
have found at least three other strains of Streptomyces which can grow 
chemo-autotrophically. Isolation and identification of these organisms 
are now in progress. In view of these observations it was thought that 
facultative autotrophy might not be rare among the genus Streptomyces, 
and it was even surmised that the capacity might be shared by some 
other common forms of the same genus. Six common species of the genus 
(Str. alni, Str. coelicolor, Str. griceus, Str. rubescens, Str. scabies, and Str. 
vinaceus) were tested for their ability to grow autotrophically, but none 
of them gave a positive result. 


Considering the fact that the autotrophic bacteria (including facul- 
tative autotrophs) are classified in a separate family, Nitrobacteriaceae, 
it would seem justified to propose a new family for the organism de- 
scribed above. Tentatively, however, it was classified as a Streptomyces, 
since, except for its capacity for facultative autotrophy, its features, both 
physiological and morphological, are entirely in accordance with the 
definition of the genus. 
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Aur Krnahrungsweise und Physiologie von Caulobacter 
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ANNEMARIE HUND* und OTT0 KANDLER 


Mit 15 Textabbildungen 


(Hingegangen am 1. Mérz 1956) 


Obwohl bereits Jones (1905) zweifellos Reinkulturen von Caulobacter 
besa und auch OmeELIANsKy (1914) und Henrict u. Jounson (1935) 
diese Formen beobachteten, verdanken wir deren naihere Kenntnis erst 
elektronenmikroskopischen Beobachtungen. Houwrnk u. ITERSON (1950) 
fanden gestielte Bakterien als Verunreinigung elektronenmikroskopischer 
Praparate, und Houwink (1951) konnte sie dann auch in Reinkultur 
gewinnen und eingehender beschreiben (Houwrnx, 1955). Offenbar 
handelt es sich um ein recht hiufiges, iber die ganze Erde verbreitetes 
Bakterium, denn in den letzten Jahren erschienen weitere Mitteilungen 
aus verschiedensten Gegenden, in denen tiber das Vorkommen von Caulo- 
bacter berichtet wurde (BowERs u. Mitarb., 1954; KanpLEer u. Mitarb., 
1954; Bystricky, 1954; Houwinxk, 1952). 


Von besonderem Interesse war die Beobachtung Houw1yks, dab Caulo- 
bacter auf anderen Bakterien parasitiert. Allerdings ist diese Tatsache 
durch Bowsrs u. Mitarb. (1954) wieder in Zweifel gezogen worden, da 
sie in mehreren Versuchen keinen Parasitismus beobachten konnten. 
Dabei handelte es sich jedoch nicht um den Houwinxkschen, sondern um 
einen selbst isolierten Stamm, der allerdings morphologisch véllig iden- 
tisch war. An diesem Stamm fiihrten Gruua u. Mitarb. (1954) auch die 
ersten ernihrungsphysiologischen Versuche aus und fanden, da8 ihr 
Stamm in einer anorganischen Nahrlosung bei Zusatz von Glucose und 
Riboflavin zu wachsen vermag. Weitere Untersuchungen tiber die Physio- 
logie dieser merkwiirdigen Bakteriengattung liegen bisher noch nicht vor. 

In der vorliegenden Arbeit wurde besonders die Frage des Parasitismus 
erneut aufgegriffen und einige Versuche zur Kenntnis der Ernaéhrungs- 
anspriiche und des Atmungsstoffwechsels ausgefiihrt. 


* Die Arbeit ist ein Auszug aus der von Fraulein ANNEMARIE HunD bei der 
Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universitat Miinchen vorgelegten Disser- 


tation gleichen Titels. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 25 
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Material und Methode 


Es wurde der von Houwrnk! isolierte Stamm, der nach BrerGrys Manvat als 
Caulobacter vibrioides bezeichnet werden muB, beniitzt. Als Nahrboden diente ein 
Hefeextrakt-Pepton-Agar folgender Zusammensetzung: 1,0% Pepton Merck, 
tryptisch verdaut aus Fleisch, 0,3% Cenovis-Hefeextrakt, 1% Agar, px = 6,8. Fiir 
Massenkulturen wurde der gleiche Nahrboden ohne Agar beniitzt. Die Bebriitungs- 
temperatur betrug 27° C. 

Als MaB fiir den Zuwachs wurde die Triibung der Suspension (Extinktions- 
messung mit dem Photometer) bzw. die Zunahme an Gesamtstickstoff verwendet. Die 
Stickstoffbestimmung erfolgte nach dem Mikro-Kjeldahl- Verfahren (vgl. KLErN 1934), 

Die iiblichen bakteriologischen Nachweise verschiedener Stoffwechselleistungen 
wurden entsprechend den iiblichen Vorschriften (vgl. HaLLMANN 1953) ausgefiihrt. 

Zur Atmungsmessung diente die manometrische Methode (vgl. Drxon 1951). 
Verwendet wurden kegelférmige GefaBe (Volumen rund 15 ml) mit einem Mittel- 
einsatz fiir das CO,-Absorbens und 2 seitlichen Kippern fiir Substrate bzw. Gifte. 
Um geniigende Mengen an Bakterien fiir die Atmungsmessungen zu erhalten, wurden 
Flissigkeitskulturen bei 10000 g auf der Zentrifuge sedimentiert und die Bakterien- 
masse nach wiederholtem Auswaschen in entsprechend vermindertem Volumen 
aufgenommen. 

Die Papierchromatographie wurde nach der absteigenden Methode (vgl. CRAMER 
1953) ausgefiihrt. Als Lésungsmittel dienten: 1. Isopropanol 70%, Wasser 20%, 
Hisessig 10%. 2. «-Picolin 789, Ammoniak 2°, Wasser 20°. Entwickelt wurde mit 
einer Lésung von 200 mg Ninhydrin in 100 ml Athanol + 2 ml Wasser + einige 
Tropfen Eisessig. 

Die mikroskopische Beobachtung erfolgte entweder mit dem Phasenkontrast- 
verfahren, direkt in der Nahrlésung oder an gefarbten Praparaten. Dabei wurde 
meist mit 2% Chromsiure fixiert und dann nach Giemsa gefarbt. Zur Darstellung 
der Kernaquivalente wurde das Verfahren nach PreKarsky (1937) und Roprnow 
(1949) (HCl-Gremsa) verwendet. Im einzelnen wurde dabei wie folgt verfahren: 
Kinige Tropfen einer jungen Bakteriensuspension werden auf eine abgetrocknete 
Agaroberflache gegeben und nach dem Einsaugen der Fliissigkeit mit Dampfen 
einer 1% igen Lésung von Osmiumtetroxyd 4—7 min fixiert. Dann schneidet man 
einen kleinen Block aus dem Agar heraus und legt ihn mit der Schichtseite auf ein 
Deckglas. Nach einigen Minuten wird der Agarblock abgeschleudert und das Deck- 
glas kommt zum 'Trocknen mehrere Stunden in den Brutschrank (37° CG). An- 
schlieBend erfolgt Hydrolyse durch Einlegen des Praparates in 1 n HCl bei 60° C fiir 
5—15 min. Dann wird durch Kinlegen in Phosphatpuffer von py 7,2 gespiilt und 
45—70 min mit Gremsa-Loésung bei 37° C gefiarbt (0,3 ml Gremsa-Lésung auf 10 ml 
obigen Puffer). Zur mikroskopischen Betrachtung wird das Praparat in Pufferlésung 
oder Immersionsél eingebettet. Es ist langere Zeit haltbar. Am giinstigsten ist die 
sofortige Betrachtung, da die Klarheit des Praparates mit der Zeit nachlaBt. 

Die Mikrophotographien wurden mit Hilfe einer Winkel-Zei®-Aufsetzkamera 
unter Verwendung von Silbereosinplatten hergestellt. Fir Hellfeld wurde der Plano- 
chromat 100mal, A 1,25, fiir Phasenkontrast der Apochromat 100mal, A 1,32 von 
ZeiB verwendet. 

Die Praparate fiir elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden in einfacher 
Weise durch Auftragen einer diinnen, ausgewaschenen Suspension auf die iiblichen 
Zaponlackfolien hergestellt. In einigen Fallen erfolgte Bedampfung mit Titan- 
dioxyd oder Palladium. 


1 Herrn Dr. A. 1. Houwrnk, Delft, sind wir fiir die Uberlassung des Stammes zu 
groBem Dank verpflichtet. 
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Versuchsergebnisse 


I. Morphologisch-cytologische Beobachtungen 

Auf 1%, Hefe-Pepton-Agar (HPA) bildet Caulobacter vibrioides kleine, 
kreisrunde Kolonien ohne besondere Gliederung; der Rand ist glatt. Mit 
zunehmendem Alter geht die Firbung von grau-weiBlich in elfenbein- 
farben tiber. Die Kolonien sind matt-glanzend. Auf Gelatine ist die 
Wuchsform verwaschener und der Kolonierand ist nicht mehr scharf 
ausgepragt. Im Fliissigen entsteht eine homogene Tritbung ohne aus- 
gepragte Kahmhautbildung. 
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Abb. 1. Nach GIEMSA gefirbtes Praparat von Caulobacter vibrioides aus einer 24stiindigen Kultur. 
VergroBerung: 1000 mal 


In jungen Kulturen sind die Einzelorganismen von ziemlich einheit- 
licher GroBe und farben sich nach Giemsa weitgehend homogen an 
(Abb. 1). Im Phako ist der Stiel gerade noch sichtbar, ebenso in guten 
GrieMsA-Praparaten. Auf den Mikrophotographien kann er allerdings 
kaum dargestellt werden. Elektronenmikroskopisch ist er dagegen deut- 
lich erkennbar. Die von Houwinx (1955), Bowsrs u. Mitarb. (1954) und 
GRuLA u. HARTSELL (1954) gelieferten Beschreibungen konnen wir auf 
Grund unserer Beobachtungen im vollen Umfang bestatigen. Der Stiel 
ist zweifellos ein Auswuchs der Zelle (keine Abscheidung) und tragt am 
Ende eine Haftscheibe. Im Stiel sind je nach Linge ein bis mehrere ,, Quer- 
balken“ in ziemlich regelmaéBigen Abstanden zu erkennen (Abb. 2)?. 
Die jungen, beweglichen Organismen tragen eine endstandige Geifel, 
die an einem kleinen Basalkorn inseriert ist (Abb. 2). Haufig findet man 
in den Zellen groBe dunkle Kugeln, die meist in der Zweizahl vorhanden 
sind (Abb. 2) und von Gruxa u. Harrsect (1954) als Metaphosphat- 
anhiufungen angesprochen wurden. Sie treten besonders im Dunkel- 
feld (Abb. 6b) deutlich hervor. 


1 Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden im II. Physikalischen 
Institut der Universitat Miinchen angefertigt. Herrn Dr. O. Huser danken wir 


fiir seine Hilfe herzlich. 
5* 
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Da iiber die Kernverhaltnisse von Caulobacter noch nichts bekannt ist, 
wurden auch HCl-Gremsa-Farbungen durchgefiihrt. Im Gegensatz zu 
den meisten anderen Bakterien besitzt Caulobacter auch wahrend der 
Hauptvermehrung nur ein Nucleoid, wie Abb. 3 deutlich zeigt. Neben 


Abb. 2. Gestielte Zelle und Schwiirmer von Caulobacter vibrioides. Im Stiel ,, Querbalken‘. Schwirmer 
mit 2 Metaphosphatgranula und kleinem Geifel-Basalkorn. Elektronenoptisch. 
GesamtvergréBerung 10000mal. Bedampfung mit Titandioxyd 
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Abb. 3. Darstellung der Kerniiquivalente durch Abb. 4. Nach GIEMSA gefiirbtes Priiparat von 
HCl-GieMsa-Firbung bei Bacillus cereus (groBe Caulobacter vibrioides aus einer 8 tiigigen Kultur. 
Zellen) und Caulobacter vibrioides (kleine Zellen). VergréBberung: 1000mal 


VergréBerung; 2000mal 


Caulobacter wurde vergleichsweise auch Bacillus cereus zugegeben, der 
als Wirtsbakterium diente und der deutlich binuclear ist. Nur bei 
Teilungsstadien von Caulobacter sind 2 gefiirbte Zentren zu sehen. Die 
entsprechenden Stadien von Bac. cereus weisen aber dann 4 auf. Der Kern 
liegt bei Caulobacter genau zentral und ist damit deutlich von den sub- 
terminal gelegenen Metaphosphatgranula zu unterscheiden. 
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In alteren Kulturen treten vielfach Involutionsformen auf. Es handelt 
sich um teils sehr lange Zellen, die vermutlich als Ketten unvollstandig 
abgegliederter Einzelorganismen angesehen werden kénnen. Da die 
Kriimmung der Einzelglieder immer abwechselnd um 180° verdreht ist, 
entstehen spirillenahnliche Gebilde (Abb. 4). Die Gremsa-Farbung ist bei 
diesen Organismen nicht mehr so kraftig und vielfach innerhalb einer 
Zelle uneinheitlich. Dies beruht auf der inhomogenen Verteilung der 
Desoxy-Ribonucleinsiiure in alternden Zellen. Auch diese Involutions- 
formen tragen am Ende noch haufig einen Riissel (Abb. 5). Vorwiegend 
in Flissigkeitskulturen tritt eine 2. Form der Degeneration auf. Die 


Abb. 5. Typische ,,Langzelle‘‘ mit Stiel aus einer 8 Tage alten Kultur. Elektronenoptisch. 
Gesamtvergr6Berung: 3200mal 


Zellen tragen am Ende, seltener auch in der Mitte, groBe blasenartige 
Ausstiilpungen, die im Phako sehr kontrastarm sind und sich offenbar 
schwer fixieren lassen. Sie konnten nimlich immer nur am lebenden 
Objekt, aber nie in Praiparaten gefunden werden. 

Die sowohl von Jones (1905) als auch von Houwi1nk (1955) und 
Bowers u. Mitarb. (1954) beschriebene eigenartige Rosettenbildung war 
auch in unseren Kulturen sehr haufig. 


II. Untersuchungen iiber die Ernihrungsweise 


Der wesentliche Grund, weshalb wir uns in vorliegender Arbeit mit 
Caulobacter beschaftigten, war weniger seine ungewohnliche Form, als 
vielmehr die Tatsache, daB er auf anderen Bakterien festsitzend beob- 
achtet worden ist (Houw1mnk, 1951, 1955; KanDLER u. Mitarb., 1954) 
und vermutlich eine parasitische Lebensweise fiihrt. Allerdings beweist 
die Méglichkeit der Reinkultur in Peptonwasser ohne ,,Futterbakterien™, 
daB es sich nur um einen fakultativen Parasitismus handeln kann. 


a) Der Parasitismus 


Hovuw1nk (1951, 1955) schloB aus 2 Beobachtungen, da Caulobacter 
als Ektoparasit auf Bakterien lebt: 1. In Mischkulturen mit verschiedenen 
Bacillus-Arten war das Wachstum iippiger als in Reinkulturen; 2. Es 
wurden auf elektronenmikroskopischen Praparaten befallene Bacillen 
beobachtet, die teilweise bereits lysiert waren. Demgegeniiber konnten 
Bowers u. Mitarb. (1954) keine derartigen Beobachtungen machen. Da 
sich Caulobacter mit seinem Stiel auch an anderen Gegenstanden, ja sogar 


70 A. Hunp und O. KANDLER: 


an dem Oberflichenhautchen der Naihrlésung festsetzt, war es denkbar, 
da das Festhaften an anderen Bakterien keine besondere Bedeutung 
hat und nur zufillig auch einmal ein Triigerbakterium lysiert, wie es in 
normalen Kulturen immer wieder beobachtet werden kann. Daf sich 
Caulobacter nicht auf jeder Bakterienart festsetzt, spricht allerdings fiir 
eine innigere Beziehung, doch kénnte das auch rein physikalische Griinde 
haben. Den sichersten Hinweis fiir die Existenz eines echten Parasitismus 
erbrachte Houwink (1955) mit der Beobachtung, daB die Keimzahl 
einer Bacillus-Suspension nach Zugabe von Caulobacter erheblich redu- 
ziert wurde, wiihrend sich Caulobacter stark vermehrte. Es wird aller- 
dings darauf hingewiesen, da Caulobacter méglicherweise auch schon 
durch freigesetzte Stoffe aus den Bacillen geférdert werden kénnte und 
nicht direkt aufsitzen miBte. Ein Antibioticum wird von Caulobacter 
offenbar nicht produziert, wie Versuche von Houwrnk (1955) zeigten. 

In eigenen Versuchen wurde beobachtet, da bei Infektion von Nahr- 
béden, in denen Caulobacter nur sehr schlecht wuchs, mit Sarcinen (be- 
sonders Sarcina lutea), ein recht gutes Wachstum von Caulobacter ein- 
setzte. Mikroskopisch waren allerdings nur sehr wenige befallene Sar- 
cinen zu beobachten und man konnte daher vermuten, da es sich in 
diesem Falle vorwiegend um die fordernde Wirkung von Stoffwechsel- 
produkten der Sarcinen handelte. Es wurden daher Ammenkulturen ver- 
schiedener Modifikation ausgefiihrt. Beniitzt wurde ein Agarnihrboden 
mit 0,1°, Pepton, der nur sehr spirliches Wachstum von Caulobacter 
ermoglichte. Bei gemeinsamer Impfung mit Sarcina vermehrte sich 
Caulobacter jedoch sehr iippig. Legte man iiber die mit Sarcina bewachsene 
Platte eine sterile, bakteriendichte Folie und impfte darauf Caulobacter, 
so erfolgte kein Wachstum. Die Durchlissigkeit der Folie fiir die Nahr- 
stoffe war vorher durch die umgekehrte Versuchsanordnung, bei der 
Sarcina auf die Folie geimpft worden war und sich iippig vermehrte, 
erwiesen worden. Auch der unter die Folie geimpfte Caulobacter zeigte 
kein Wachstum. In einer 3. Variante wurde ein Nahrboden mit der Folie 
bedeckt, diese mit Sarcinen beimpft und nach mehreren Tagen die Folie 
mit den Sarcinen abgenommen. Auf den nunmehr mit eventuellen Stoff- 
wechselprodukten angereicherten Niaihrboden wurde Caulobacter auf- 
geimpft; wiederum ohne Erfolg. Demnach kann wohl eine Foérderung 
durch Stoffwechselprodukte nicht die Ursache des beobachteten Phino- 
mens sein, sondern es muB sich um einen engeren Kontakt beider 
Bakterien handeln. 

Fiir die weiteren Versuche wurde zunichst ein Bakterienstamm aus- 
gewahlt, der besonders stark von Caulobacter befallen wird. Zu diesem 
Zweck mufiten eine Reihe verschiedener Formen gepriift werden. Dies 
erfolgte in der Weise, dais} Hefeextrakt-Pepton-Bouillon gleichzeitig mit 
Caulobacter und dem zu priifenden Bakterienstamm beimpft und 24 Std 
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bebriitet wurde. Dann erfolgte die mikroskopische Kontrolle im Phako. 
Bei Verwendung folgender Bakterien konnte in keinem Falle ein Befall fest- 
gestellt werden: Pseudomonas pyocyanea und alliicola, Flavobacterium 
breve und 3 weitere Arten, Achromobacter spec. 5 verschiedene Stimme, 
Alcaligenes recti, Serratia marcescens, Aerobacter aerogenes, Hscherichia 
colt, Proteus vulgaris, Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium michi- 
ganense, Actinomyces spec., Nocardia spec. 2 Stimme. Demgegeniiber 
fanden sich bei folgenden Stimmen immer mehr oder weniger viele be- 
fallene Organismen: Bacillus cereus, 
2 Stamme; Bacillus mycoides, Ba- 
cillus spec., Micrococcus awrantiacus 
und candidus, Sarcina aurantiaca 
und lutea. 

Die Zusammenstellung zeigt, dak 
keiner der gepriiften gramnegativen 
Stémme befallen wurde, wihrend die 
grampositiven, mit Ausnahme der 
Angehorigen der Actinomycetales, als 
Wirt geeignet waren. 

Besonders reichlich war der Befall 
bei Bac. cereus, der deshalb bei allen 
weiteren Versuchen verwendet wur- 
de. Abb. 6a u. b geben das typische 
Bild befallener Bacillen, wie es sich 
im Phasenkontrast und Dunkelfeld 

: . Abb. 6. Kette von Bacillus cereus von mehreren 
zeigt. Entsprechend der geringen Caulobacter befallen. Nur bei der Zelle am. 
Fey; Plus (6 Deucatniea take 
bei der am Ende der Kette an- VergréBerung: 1000mal 
sitzenden Caulobacter-Zelle der Stiel 
zu erkennen. Wie schon Houwtnk betonte, verlieren die befallenen 
Bacillen zunachst ihre Beweglichkeit nicht. Man kann haufig beobachten, 
wie in rascher Bewegung begriffene Zellen die aufsitzenden Caulobacter 
mit sich schleppen. Die Verbindung muB sehr fest sein, denn man kann 
nur sehr selten das Ablésen des Parasiten beobachten. 

In einigen Versuchen wurden die Bedingungen, die das Festsetzen von 
Caulobacter beeinflussen, untersucht. Dazu war es zunachst wichtig zu 
wissen, wie rasch der Befall vor sich geht. Es wurden zu diesem Zweck 
Suspensionen von Caulobacter und Bac. cereus gemischt (Caulobacter- 
UberschuB) und auf der Schiittelmaschine inkubiert. Nach verschiedenen 
Zeiten wurden die Proben entnommen und im Mikroskop durch Aus- 
zihlen von 400 Bacillen der Prozentsatz der befallenen Bacillen fest- 
gestellt. Abb. 7 zeigt das Ergebnis. Sowohl bei Verwendung von 12 als 
auch von 36 Std alten Caulobacter ist nach etwa 2 Std der maximale 
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Befall erreicht und die Kurven steigen nur noch geringfiigig weiter an. 
Bei den weiteren Versuchen wurde daher immer nach 3 Std ausgezahlt. 

Um die Frage zu klaren, welcher Prozentsatz einer Caulobacter- bzw. 
Bacillensuspension iiberhaupt befallfihig ist, wurden verschiedene 
Mischungsverhiltnisse beider Formen hergestellt und wiederum der 


Befallene Bacillen 


0 20 40 60 80 100 120 140 760 min 180 
Abb. 7. Abhingigkeit des Prozentsatzes der befallenen Bacillen von der Inkubationsdauer 


Prozentsatz der befallenen Bacillen, bzw. der haftenden Caulobacter nach 
3 Std ausgezahlt. Abb. 8 veranschaulicht das Ergebnis. Bei 10fachem 
Uberschu8 von Caulobacter wurden knapp 40°, der Bacillen befallen, 
bei entsprechendem Uberschu8 von Bacillen hafteten rund 30% der 
Caulobacter. Kine weitere Verschiebung auf 1:30 brachte keine wesent- 
liche Verainderung mehr. Der Versuch zeigt, da immer nur ein gewisser 
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Bef-Bacillen bzw. Hft Caulobacter 


Abb. 8. Prozentsatz der befallenen Bacillen bzw. haftenden Caulobacter in Abhiingigkeit yom 
Mischungsverhaltnis Bacillen/Caulobacter, bzw. Caulobacter/Bacillen. Beide Bakterien 36 Std alt 


Teil der Organismen befallfihig ist und da ein Mischungsverhiltnis 1; 10 
den maximalen Befall mit guter Anniherung liefert. 

Inwieweit der Anteil der ,,aktiven‘‘ Caulobacter einer Suspension vom 
Entwicklungszustand abhingt, wurde in Versuchen geklirt, in denen aus 
verschieden alten Caulobacter-Kulturen eine gewisse Menge zu einem 
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10fachen Uberschu8 von stets 36 Std alten Bacillen gegeben wurde. Zur 
Charakterisierung des Zustandes der Caulobacter-Kultur wurde bei jeder 
Probeentnahme auch die Extinktion der Suspension als ungefahres Maf 
fiir die Keimzahl gemessen. Wie aus der Tab. 1 hervorgeht, ergibt sich 
bei 18—24 Std alten Kulturen, wenn die stationire Phase allmiihlich 
einsetzt, die gréBte Befallfreudigkeit. 

In jingeren Kulturen ist der Prozentsatz der sich sofort festsetzenden 
Caulobacter geringer, weil ein Grofteil noch keinen Stiel ausgebildet hat. 
Wie die Lebendbeobachtungen im Phasenkontrast zeigten, erfolgt das 
Festsetzen erst, wenn der Stiel 
entwickelt ist und nicht umge-  Tabelle 1. Abhdngigkeit des Prozentsatzes 


kehrt, wie Houwryxk (1951) an- haftender Caulobacter 

nimmt. Der Riickgang der Hatt- vom Alter der Caulobacterkulturen 

fahigkeit in alteren Kulturen, in Altenider et 

- denen praktisch alle Zellen einen ee Caulobacter | Bxtinktion 

Stiel entwickelt haben, beruht in Stunden in Prozent 

wohl auf einer Verainderung der 5 
Haftscheibe mit der Alterung. 1a = a 
I hal a E aid 18 35 22 
nnerhalb des ntwic ungs- 24 34 25 
ablaufes des Einzelbakteriums 36 28,5 25 
scheint die Zeit nach Beendigung 48 | 26 25 


der Schwarmperiode und der Aus- 

bildung des Stieles, wenn die Vorbereitung zur neuen Zellteilung einsetzt, 
der Zeitpunkt der groBten Befallfreudigkeit zu sein. Die Ausbildung des 
Stieles scheint zum normalen Entwicklungsablauf zu gehéren und ist nicht 
von einer aéuBeren Induktion,z. B. chemische oder mechanische Reize durch 
Wirtsbakterien oder Beriihren einer Oberfliche, abhiingig. Es wurden 
niemals Teilungsstadien von Schwirmern beobachtet, sondern in allen 
Fallen war die eine Zelle bereits gestielt. 

Weiterhin wurde gepriift, in welchem Zustand die Bacillen fiir den Befall 
am geeignetsten sind. Dazu wurden 12 Std alte (log-Phase) und 36 Std 
alte (stationare Phase) Kulturen von Bac. cereus mit dem 10fachen Uber- 
schuB von Caulobacter versetzt. Es zeigte sich, daB von den 12 Std alten 
Kulturen rund 70%, von den 36 Std alten Kulturen nur 40% befallen 
wurden. Mit zunehmendem Alter werden demnach die Bacillen fir 
Caulobacter unangreif bar. 

Alle bisherigen Versuche wurden in normalem Hefeextrakt-Pepton- 
Wasser ausgefiihrt, und es war naheliegend, daB in Medien, die fiir Caulo- 
bacter weniger giinstige Wachstumsbedingungen bieten, die Befallfreudig- 
keit gesteigert werden kann. Deshalb wurden Suspensionen von Caulo- 
bacter und Bac. cereus abzentrifugiert, auf der Zentrifuge gewaschen und 
dann in verschiedenen Mengenverhaltnissen in Aqua dest., bzw. in Hefe- 
extrakt-Pepton-Wasser suspendiert. Gegentiber Aqua dest. war die Zahl 
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der befallenen Bac. cereus in letzterem um ein Fiinftel, die Zahl der haf- 
tenden Caulobacter um ein Drittel geringer. Dieser Effekt mufte aber nicht 
ausschlieBlich auf der geringeren Substratversorgung beruhen (fiir Bac. 
cereus war dies an sich unwahrscheinlich), sondern konnte auch osmotisch 
bedingt sein. Es wurden daher entsprechende Versuche angesetzt, in 
denen verschiedene Konzentrationen von NaCl bzw. Mannit (um spezi- 
fische Ioneneffekte zu eliminieren) in ihrer Wirkung auf die Befallhaufig- 
keit untersucht wurden. Tab. 2 zeigt das Ergebnis. Tatsachlich wird der 
Prozentsatz der befallenen Bacillen mit steigendem osmotischen Wert 
der Lésung erheblich reduziert. Dabei ist NaCl deutlich wirksamer als 
Mannit. Dies mag darauf beruhen, daf die geladenen Elektrolyte noch 
zusitzliche Veranderungen der Schleimhiillen der Bacillen bewirken. 
Durch kryoskopische Bestimmung war der osmotische Wert des Hefe- 
extrakt-Pepton-Wasser zu 2,5 Atm. ermittelt worden. Berechnet man 
mit Hilfe der Werte der Tab. 2 die Verminderung der befallenen Bacillen 
fiir diesen Wert, so bekommt man mit guter Annaherung die experimentell 
gefundene Verminderung um rund ein Fiinftel. Der Riickgang der be- 
fallenen Bacillen kann demnach auf die osmotisch bedingten Verande- 
rungen der Zellmembran bzw. Schleimhiille zuriickgefiihrt werden. 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Befallhdufigkeit vom osmotischen Wert der Suspensions- 
fliissigkeit. Beide Bakterien aus 36 Std alten Kulturen. 


Gamoticnnty Osmotischer Wert Befallene Bacillen Haftende Caulobacter 
in Atm. % % 

Manrities gape ee — | 48,0 30,0 
4,7 | 37,8 22,8 

18,7 27,7 15,9 

37,7 | 21,2 13,7 

NaCl meee neas} 37 36,0 | 25,0 
10,8 26,0 17,0 

21;7 17,0 13,5 


Auch die Zahl der haftenden Caulobacter wird durch steigende osmo- 
tische Werte der Suspensionsfliissigkeit vermindert. Allerdings ergibt 
sich dabei zwischen der Verwendung von NaCl und Mannit als Osmoticum 
kein so deutlicher Unterschied. Der Effekt ist auch erheblich geringer 
als bei Verwendung von Hefeextrakt-Pepton-Wasser, wenn man wie- 
derum auf die 2,5 Atm. desselben interpoliert. Der erwartete, osmotisch 
bedingte Riickgang wiirde dann nur rund ein Achtel betragen, wiihrend 
experimentell ein Drittel gefunden wurde. Die Differenz kann als Aus- 
druck der ,,Substratwirkung“ aufgefaBt werden. 

Wenn auch die bisher geschilderten Versuche eindeutig zeigen, daB 
das Festsetzen von Caulobacter auf Bacillen kein zufiilliger Vorgang ist, 
sondern regelmaig reproduziert werden kann und gewissen GesetzmaBig- 
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keiten unterliegt, so stellen sie doch keinen direkten Beweis dafiir dar, 
da es sich um einen Parasitismus handelt. Dieser konnte nur durch 
Mikrokulturen erbracht werden, in denen die Schadigung der Bacillen 
durch ansitzende Caulobacter bei fortlaufenden Beobachtungen festgestellt 
werden kann. Zu diesem Zweck wurden auf sterilen Objekttrigern diinne 
Agarschichten (Hefeextrakt-Pepton-Agar) gegossen, mit einer Misch- 
suspension Caulobacter/Bac. cereus beimpft, mit einem sterilen Deckglas 
bedeckt und dann mit Paraffin umrandet. Im Phako wurde dann eine 
Stelle eingestellt, wo neben mehreren unbefallenen Bacillen auch ein 


Abb. 9a—c. Fortlaufende Phako-Aufnahmen einer Mikrokultur mit befallenem Bacillus. 
Beobachtungszeit bis zur Lyse 3 Std. VergréBerung: 1000mal 


eindeutig befallener lag. Im Laufe der naichsten Stunden erfolgte dann 
mittels eines Okularmikrometers die Langenmessung sowohl mehrerer 
unbefallener als auch der befallenen Bacillen. Die Auswertung von rund 
20 derartigen Mikrokulturen ergab folgendes Bild: Von den beobachteten 
nicht befallenen Bacillen zeigten 92,3°% Zuwachs, von den befallenen 
nur 20%. Aber auch die trotz des Befalles wachsenden Bacillen waren 
deutlich gehemmt, denn der mittlere Zuwachs der unbefallenen, wachsen- 
den Bacillen betrug 312°, der der wachsenden befallenen dagegen nur 
155%. In 24% der Falle lysierten nach einigen Stunden die befallenen 
Bacillen. Von den nicht befallenen und nicht wachsenden dagegen waren 
es nur 2,3°%. Diese Zahlen beweisen, daB die Bacillen tatsachlich von den 
ansitzenden Caulobacter geschidigt werden. Die Abb. 9a—c veranschau- 
licht diesen Sachverhalt. Es sind Aufnahmen einer der typischen Mikro- 
kulturen, aus denen die obigen Zahlen gewonnen wurden. In diesem 
Falle fiihrt der Befall zur Lyse des Bacillus. 


b) Saprophytische Ernahrung 
Auf den meisten der iiblichen bakteriologischen Nahrbéden wachst 
Caulobacter nicht oder nur sehr schlecht. Nach den Erfahrungen von 
Hovuwrnx ist Peptonwasser ein geeigneter Nahrboden. Wir priiften ver- 
schiedene Peptone (,,Witte‘‘, Merck Nr. 7214 — tryptisch verdaut aus 
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Fleisch —, Merck Nr. 7213 — tryptisch verdaut aus Casein —, Pepton 
aus Hefe) und fanden das durch tryptische Verdauung aus Fleisch her- 
gestellte Praparat von Merck Nr. 7214 als am besten geeignet. Bei 
Konzentrationsstufungen von 0,1—2,0% ergab sich kein Optimum, 
sondern mit steigender Peptonkonzentration stieg auch der Zuwachs an. 


Tabelle 3. Wirkung von Vitaminzusdtzen zu 1,0% Peptonwasser 


| Konzentration des | N-Menge 


Nahrboden + Zusatz | Zusatzes ) Extinktion 
mg/ml in y | 
1,0% Peptonwasser .. . | — 520 : 39,0 
E é. | Wie 387 33,0 
p-Aminobenzoesaure . 10-8 / 720 | 49,0 
’ 10-4 | 740 50,0 
2 10-8 | 670 | 48,0 
Tes 670 48,0 
15), « eens in sas 10-8 | 575 | 42.0 
Folsi TO5* 590 44,0 
oes 10-8 | 650 47,0 
Nicotinsa 10-4 760 51,0 
ICOLINSAULOM eo eee ne | 10-8 630 45.0 
a 10-4 | 760 51,0 
Pantothensaure | 10-6 775 53.0 
| pe 
j : 10-4 485 37,0 
Riboflavin . : | 10-8 850 | 58.5 
i 10-4 835 | 57,0 
Multibionta Sede all 10-8 | 880 60,5 
HPW (1% Pepton,0,3% | 

Hefeextrakt)..... 1500 | 95,5 


Kinen augerordentlich starken Mehrzuwachs ergaben Zusitze von 
Hefeextrakt (Cenovis). Optimal waren Konzentrationen von 0,3—1,0°%, 
wenn man Hefeextrakt alleine verwendete. Héhere Konzentrationen 
hemmten. In Kombination mit Pepton erwies sich die eingangs erwahnte 
Mischung, die als Standardniihrboden fiir alle weiteren Versuche ver- 
wendet wurde, als optimal. Gegeniiber einer 1°,igen Peptonlésung be- 
wirkte der Zusatz von 0,3°, Hefeextrakt eine Wachstumssteigerung von 
300%. In weiteren Ansiitzen wurde versucht, ob man derartig giimstige 
Wachstumsleistungen auch durch Zusitze definierter Substanzen er- 
zielen kann. Zunichst wurden einige Kohlenhydrate in Konzentrationen 
von 0,1% den 1% igen Peptonlésungen zugesetzt, aber es ergab sich 
keine Steigerung gegeniiber den Kontrollen. 

Als nachstes wurden verschiedene Vitamine erprobt. Tab. 3 gibt einen 
Uberblick itber die Ergebnisse. Praktisch wirken alle gepriften Vitamine 
fordernd, wobei sich Riboflavin als bestes erweist. Die Kombination aller 
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einzelnen Substanzen, wie sie in dem kauflichen Praparat ,,Multibionta‘‘ 
vorliegt, fiihrt aber nicht zu einer auch nur anndihernden Summierung 
der Férderung, sondern ergibt nur Werte, wie sie Riboflavin alleine 
ebenfalls hervorbringt. Die giinstige Wirkung von Riboflavin auf Caulo- 
bacter haben auch Gruta u. Mitarb. (1954) bereits hervorgehoben. Gegen- 
uber der Wirkung von Hefeextrakt bleibt allerdings auch Riboflavin 
weit zuriick. 


GRULA u. Mitarb. (1954) war es gelungen, Caulobacter auch in einer 
vollig anorganischen Nahrlésung, die als Kohlenstoffquelle nur Glucose 
und als Vitamin lediglich Riboflavin enthielt, zu kultivieren. Wir wieder- 
holten die Ansiitze in genau der gleichen Art, konnten aber mit unserem 
Stamm kein Wachstum erzielen. Auch kleinere Variationen in der Nahr- 
bodenzusammensetzung hatten keinen Erfolg. Trotz der groBen morpho- 
logischen Ahnlichkeit der beiden Stamme, scheinen doch grundsiitzliche 
physiologische Unterschiede zu bestehen, wie auch die Tatsache andeutet, 
dali GruLa u. Mitarb. keinen Parasitismus beobachten konnten. 

Bessere Ubereinstimmung ergab sich dagegen bei den Ergebnissen 
uber Temperatur und pq-Optima. Sie lagen bei unserem Stamm bei 
pu 6,5—7,2 bzw. bei emer Temperatur von 27° C, also ganz ahnlich wie 
die des Stammes der oben erwahnten Autoren. 

AbschlieBend kann gesagt werden, da unser Caulobacter-Stamm zwar 
sehr gut saprophytisch wachst, aber groBe Anforderungen an das Sub- 
strat stellt und vermutlich Vitamin-heterotroph ist. Die giinstige Wirkung 
des Hefeextraktes konnte durch keine definierten Zusatze erreicht werden. 


III. Stoffwechselphysiologische Untersuchungen 


a) Nachweis bakteriologisch-diagnostisch wichtiger 
Leistungen 


Zur Vervollstandigung der Beschreibung und Charakterisierung von 
Caulobacter wurden die iiblichen Reaktionen ausgefihrt. 


Kohlenhydratvergarung. Das normale HPW wurde mit 1% des betreffenden 
Zuckers und 0,1% Bromthymolblau versetzt. Der Umschlag zu farblos wiirde die 
Saurebildung anzeigen. Bei allen folgenden Zuckern wurde keine Saure gebildet, 
sondern ein allmahlicher Umschlag nach blau (alkalisch) beobachtet: Arabinose, 
Fructose, Glucose, Lactose, Mannose, Maltose, Rhamnose, Saccharose, Starke, 
Xylose. 

Nitratreduktion. In HPW + 1% Nitrat wurde nach 48 Std Bebriitung auf 
Nitrit gepriift. Die Reaktion war positiv. Ammoniak wurde jedoch nicht gebildet. 
Dieser Befund steht im Gegensatz zu dem von Bowers u. Mitarb. (1954), deren 
Stamm kein Nitrat reduzierte. 

H,S-Bildung. Nachweis im HPW bei Zusatz von 0,1% Natriumthiosulfat mit 
Bleiacetatpapier war negativ. 

Harnstoffspaltung. Zusatz von 1% Harnstoff zu HPW nach dem Sterilisieren. 
Nach 48 Std lieB sich keine Alkalisierung durch NH, nachweisen. 


78 A. Hunp und O. KANDLER: 


Indolbildung. HPW wurde mit Tryptophan (0,1%) angereichert. Der Indol- 
nachweis mit p-Dimethylaminobenzaldehyd blieb trotz guten Bakterienwachstums 
negativ. 

Acetyl-methyl-carbinol-Bildung. (VoGes-ProskavER-Reaktion) HPW 
wurde mit 0,1°% Glucose versetzt. Nach 48 Std wurde durch Zusatz von 1 ml 
10% KOH im UV auf Acetyl-methyl-carbinol gepriift. Der Test verlief negativ. 


Katalase. Der Nachweis mit Hilfe von 10% H,O, verlief negativ. 


Caulobacter zeichnet sich demnach durchwegs durch negative Merk- 
male aus. 


b) Verwertbarkeit verschiedener Substrate 
im Atmungsstoffwechsel 


Einige orientierende Versuche zeigten, dafi Caulobacter einen sehr 
kraftigen oxydativen Stoffwechsel besitzt. Besonders Pepton bewirkt 
eine rasche Sauerstoffaufnahme. Zur Messung des Atmungsstoffwechsels 
wurde die manometrische Methode beniitzt. Um die Verwertbarkeit der 
verschiedenen Substrate im Atmungsstoffwechsel quantitativ darstellen 
zu kénnen, waren zunichst einige methodische Vorversuche notwendig. 


Als erstes wurde die Abhangigkeit der Atmungsintensitaét vom Alter der Kulturen 
untersucht. Dazu wurde 11 HPW angeimpft und auf der Schiittelmaschine be- 
briitet, damit fiir alle Zellen eine méglichst gleichmaBige O,- und Substrat- 
versorgung gewahrleistet war. In etwa 12stiindigen Intervallen wurden Proben 
entnommen, auf der Zentrifuge gewaschen und die Bakterienmasse in m/45 
Phosphatpuffer px 7,0 suspendiert. Je 3 ml wurden in die Atmungstrége gegeben 
und sowohl Leer- als auch Peptonatmung gemessen. Es zeigte sich, daB die Leer- 
atmung bei den jungen, bis zu 24 Std alten Kulturen hoch und die durch Pepton 
bewirkte Steigerung relativ gering war. Bei den 36—48 Std alten Kulturen war die 
Leeratmung deutlich geringer und die Peptonatmung erreichte bei diesen das 
Maximum. Bei spateren Versuchen wurden daher immer 36stiindige Kulturen 
verwendet. 

Als nachstes wurde der EinfluB der Puffermolaritit untersucht. Bis zu m/8 
(Phosphatpuffer pq 7,0) traten starke Hemmungen auf, wihrend die schwacheren 
Konzentrationen m/16—m/64 keine signifikanten Unterschiede zeigten. 

Weiterhin mufte auch der Einflu8 des pq-Wertes untersucht werden. Wie 
Abb. 10 zeigt, ist der Bereich von pq 5,0—7,0 praktisch gleich giinstig, wahrend die 
alkalischen Proben (px 8,0 und 9,0) deutlich geringere Atmungsgeschwindigkeit 
aufweisen. Diese Beobachtung stimmt auch mit den Befunden bei den entsprechen- 
den Wachstumsversuchen iiberein. 

Da bei der Vorbereitung des Materials ein mehr oder weniger langer Aufenthalt 
der Bakterien in dest. Wasser oder Puffer unumginglich war, dabei aber bereits eine 
Schidigung eintreten konnte, wurde auch noch gepriift, ob der Atmungsanstieg 
nach langerer Verarmung noch gleich war wie kurz nach dem Zentrifugieren. Dazu 
wurden mehrere Atmungstrége mit gleichen Suspensionen gefiillt und nach ver- 
schiedenen Zeiten aus dem seitlichen Kipper das Substrat (Pepton) zugegeben. Es 
zeigte sich, daB etwa 120 min Verarmung ohne Schadigung ertragen werden. Erst 
nach 240 min verringerte sich der Anstieg des Sauerstoffverbrauches nach Pepton- 
zugabe. Da die normalen Vorbereitungszeiten im allgemeinen 1 Std nicht iiber- 
schritten, war keine Beeintrichtigung der Atmungsmessungen zu befiirchten. 
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Auf Grund der Ergebnisse dieser Vorversuche wurde bei allen folgen- 
den Versuchen m/15 Phosphatpuffer pq 6,8 verwendet. In allen Fallen 
wurde der Gesamtstickstoff der Suspensionen bestimmt und eine Probe 
mit Pepton als Standardprobe mitgefiihrt. Damit konnte der Sauerstoft- 
verbrauch immer auf Gesamtstickstoff bezogen werden, und durch Be- 
ziehen auf die ,,Peptonatmung’ wurden Aktivitatsschwankungen des 
Materials ausgeglichen. 
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1. Kohlenhydrate 


Zu je 2 ml Bakteriensuspension (entsprechend den oben angefiihrten 
Bedingungen) je Atmungstrog wurden nach Bestimmung der ,,Ausgangs- 
atmung (Sauerstoffverbrauch ohne Substrat in der 1. Std) aus dem 
seitlichen Kipper Lésungen verschiedener Kohlenhydrate zugegeben, so 
daB die Endkonzentration 3- 10-1 m (etwa 0,5%) betrug. Wahrend bei 
der Probe ohne Zusatz die Atmung weiterhin langsam abfiel, stieg sie 
bei den einzelnen Zusatzen mehr oder weniger stark an oder zeigte einen 
verminderten Abfall. Abb. lla u. b geben einen typischen Versuch 
wieder, bei dem alle Kohlenhydrate in einem Ansatz, also an gleichen 
Suspensionen, untersucht wurden. Der Sauerstoffverbrauch ist in Prozent 
der Ausgangsatmung, die als 100% gesetzt wurde, wiedergegeben. 

Zu einem wirklich deutlichen Anstieg des O,-Verbrauches fiihrten nur 
Cellobiose, Maltose und Starke, wahrend alle anderen Zucker nur maxi- 


male Steigerungen der Ausgangsatmung um rund 25% bewirkten. 
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Bedenkt man, da Pepton zu einer 300% igen Steigerung fiihrt, so wird 
deutlich, daB die Kohlenhydrate keine groBe Bedeutung fiir den Atmungs- 
stoffwechsel von Caulobacter haben. Die giinstige Verwertung der Di- 
und Polysaccharide steht vielleicht im Zusammenhang mit der Fahig- 
keit, die Schleimschicht und Membran von Bacillen, die zu einem 
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Abb. lla und b. 


Sauerstoffverbrauch nach Zugabe 
verschiedener Kohlenhydrate in Prozent der Ausgangs- 
atmung (Sauerstoffverbrauch in den ersten 60 min 

ohne Substrat). ¢ = 27°C 


wesentlichen Teil Polysaccha- 
ride enthalten, zudurchstoBen. 
Dies kann sicherlich nicht 
auf rein mechanische Weise, 
sondern nur mit entsprechen- 
den Glykosidbindungen spal- 
tenden Fermenten  bewerk- 
stelligt werden. 

Fiir Glucose und Maltose 
wurde auch der RQ(CO,/O,) 
bestimmt. Er betrug fiir ein 
Intervall von 2 Std 0,95. Fiir 
die Leeratmung wurde im glei- 
chen Zeitraum ein RQ von 
1,1—1,2 gemessen. Bringt man 
von dem Gesamt-O,-Ver- 
brauch, bzw. der CO,-Produk- 
tion der Probe mit Glucose 
bzw. Maltose den Verbrauch 
der Leeratmung in Abzug und 
berechnet den RQ nur aus 
der Differenz des O,-Verbrau- 
ches bzw. der CO,-Produktion, 
die durch den Zusatz der 
Kohlenhydrate bedingt ist, so 
ergibt sich ein Wert von un- 
gefahr 0,1. Daraus geht her- 
vor, daf es sich wohl nur um 
eine Oxydation der Kohlen- 
hydrate ohne CO,-Abspaltung 
handelt. Wenn trotzdem mit 
der tiblichen bakteriologischen 
Methode keine Siurebildung 


nachgewiesen werden konnte, so beruht dies darauf, dai Caulobacter 
aus dem Pepton des Nahrbodens alkalische Verbindungen (vermutlich 
Amine) bildet, die die an sich geringe Saéurebildung tiberkompensieren 
und auch bei Anwesenheit von Kohlenhydraten zu einer Alkalisierung 


des Nahrbodens fiihren. 
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2. Alkohole 


In ganz _— entsprechender 
Weise wie die Kohlenhydrate 
wurden auch die Alkohole 
Methanol, Athanol und Gly- 
cerin auf ihre Verwertbarkeit 
geprift. Wie Abb. 12 zeigt, 
fiihren sie nur zu einem sehr 
kurzfristigen Atmungsanstieg, 
der rasch wieder zuriickgeht. 
Bezieht man den O,- Verbrauch 
auf die Peptonatmung der 
gleichen Probe, so zeigt sich, 
daB selbst das anfingliche 
Maximum noch unter den 
Forderungswerten der Kohlen- 
hydrate zuriickbleibt (Tab. 6). 


3. Niedere Carbonsiuren 


Bekanntlich spielen niedere 
Carbonsauren beim Abbau ver- 
schiedener Substrate tiber den 
Citronensaurecyclus eine groBe 
Rolle und sehr viele Bakterien 
k6nnen organische Sauren mit 
groBer Geschwindigkeit um- 
setzen. Wie Abb. 13a u. b 
zeigen, ist dies bei Caulobacter 
nur in geringem Umfange der 
Fall. Lediglich Brenztrauben-, 
Fumar- und Bernsteinsdéure 
werden langere Zeit mit an- 
nahernd konstanter Geschwin- 
digkeit oxydiert. Alle anderen 
Sauren fiihren dagegen nur zu 
einem anfanglichen Atmungs- 
anstieg. Der Abfall setzt zu 
einem Zeitpunkt ein, zu dem 
sicherlich noch kein vollstén- 
diger Verbrauch des Substrates 
eingetreten ist. Da die Um- 
satzgeschwindigkeit der Séau- 
ren bekanntlich eine starke 
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Abb. 13a und b. Sauerstoffverbrauch nach Zugabe 
verschiedener niederer Carbonsaéuren in Prozent 
der Ausgangsatmung. t = 27° © 
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Konzentrationsabhangigkeit zeigt, wurden mehrere Konzentrationen 
zwischen m/1000 und m/10 beniitzt und nur die Beispiele mit bestem 
Umsatz wiedergegeben. 


4. Aminosdiuren und Pepton 
Wie bereits erwahnt, bewirkt Pepton maximale Atmungssteigerung 
und ist auch fiir das Wachstum von Caulobacter ausreichend. Der RQ 
der Peptonatmung wurde zu 
9% 1,2—1,3 bestimmt und liegt 
- . \ hee damit erheblich itiber dem theo- 


eal eh retischen Wert, der ungefahr 


~ 


ao 0,85 betragt. Die R Q-Erhohung 
erklart sich aus der starken 
Bildung von Aminen durch 
Decarboxylierung von Amino- 
siuren, wodurch auch die Alka- 
lisierung derNahrbéden bewirkt 
wird. 
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Entsprechend der guten Ver- 
0.2040 60 80100 2omin +42 Wer tbarkeit von Pepton, werden 
Zeit t auch verschiedene — einzelne 
Abb. 14a Aminosauren sehr rasch um- 
gesetzt, wie Abb. l4a und b 
zeigen. Allerdings wird die durch 
Pepton bewirkte maximale At- 
mungssteigerung durch keine 
Aminosaure ganz erreicht. Le- 
diglich in den ersten Minuten 
fihrt Tyrosin zu entsprechend 
Peta PE ere hohen Werten, die aber dann 
‘ 9 pH Asal stark abfallen. Auffallig ist der 
Zeit t Unterschied zwischen der guten 
Abb. 14B Verwertung von Glutaminsaure 
Abb. 14a und b. Sauerstoffaufnahme nach Zugabe bzw. Asparaginsaure und der 
Yershiedenr Aminosinren in Przent schlechten der zugehdrigen 
Amide Glutamin bzw. Aspara- 
gin. Offenbar kann die Amidbindung von Caulobacter nicht gespalten 
werden. Der Anstieg in den ersten Minuten diirfte auf der stets vor- 
handenen und chromatographisch leicht nachweisbaren Verunreinigung 
der Amide durch die freien Siuren beruhen. 


Ausgangsatmung 


Fiir die beste umgesetzte Aminosiiure, Glutaminsiure, wurde auch der 
RQ bestimmt. Er betrigt 1,12 und entspricht damit dem theoretischen 
Wert, wenn man einen Abbau zu CO,, Wasser und NH, annimmt. 
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Weiterhin wurde festgestellt, welcher Anteil der zugesetzten Glutamin- 
sdure vollkommen veratmet und wieviel von den Zellen eingebaut worden 
ist. Zu diesem Zweck wurde eine bestimmte Menge Glutaminsiure zu- 
gegeben und die Atmung bis zum Abfall der Atmungsintensitit gemessen. 
Die papierchromatographische Untersuchung der Lésung ergab, daB zum 
Zeitpunkt des Atmungsabfalles tatsichlich keine Glutaminséiure mehr 
vorhanden ist. Wenn man vom Gesamt-O,-Verbrauch den Verbrauch 
der Parallelproben ohne Substratzusatz in Abzug bringt, so erhalt man 
den Sauerstoffverbrauch, der auf den Glutaminsiureabbau zuriickgeht. 
Bei quantitativer Veratmung von 1 mg Glutaminsiure wiirden 690 mm? 
O, verbraucht. In 4 verschiedenen Ansitzen mit je 2 Parallelproben 
wurden Werte von 380—426 mm? O,/mg gefunden. Es werden also fiir 
1 Mol vollkommen veratmeter Glutaminsiure etwa 0,7 Mol oxydativ 
assimiliert. 

Ahnliche Berechnungen lieSen sich fiir andere Aminosiiuren nicht 
durchfiihren, weil die Atmung bereits abfiel, bevor das Substrat ver- 
braucht war. Dieser Effekt blieb aber aus, wenn man an Stelle einer 
einzelnen Aminosaure ein komplexes Gemisch, z. B. hydrolysiertes Pep- 
ton verwendete. In diesem Falle wurde die gleiche Atmungssteigerung 
erreicht wie mit Pepton und die papierchromatographische Analyse 
zeigte, daB alle Aminosduren annadhernd gleichmaBig abnahmen und 
schlieBlich véllig verbraucht wurden. Demnach kénnen also die Amino- 
siuren nur beschrankt ineinander umgewandelt werden, und die Ver- 
wertung einfacher Substrate wird blockiert, wenn essentielle Amino- 
siuren fehlen. Durch eine groBe Zahl von Versuchen wurde gepriift, 
welche der im Pepton enthaltenen Verbindungen fehlen dirfen, ohne daB 
die Atmungsintensitaét stark absinkt und der Einbau blockiert wird. Es 
stellte sich heraus, daB das Gemisch von Glutaminsaure, Alanin, Phenyl- 
alanin und Asparaginsiure praktisch die gleiche Atmungsgeschwindig- 
keit ergab wie Pepton, und daB nicht nur Glutaminsaure, sondern auch 
Asparaginsiure und Alanin unter diesen Bedingungen vollkommen aus 
der Losung verschwanden. 

In einem gréBeren Ansatz wurden zu Proben einer einheitlichen 
Suspension gleiche Absolutmengen der 4 genannten Verbindungen ent- 
weder allein oder in Kombination miteinander gegeben, die Atmung ge- 
messen und nach 2 bzw. 5 Std eine kleine Probe chromatographiert. 
Die Aminosiuremengen wurden auf den Chromatogrammen nach der 
Fleckenintensitaét geschaétzt. Die Tab. 4 gibt einen Uberblick iiber die 
Ergebnisse. Gibt man die Siuren allein, so wird keine innerhalb der 
5 Std vollkommen verbraucht. Kombiniert man sie, so verschwinden 
Asparagin- und Glutaminsiure vollkommen, Alanin bis auf einen kleimen 
Rest und nur Phenylalanin wird nicht verstarkt aufgenommen. In 
Kombination mit Phenylalanin wird jede der anderen Sauren restlos 

6* 
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verbraucht, wahrend die Kombination Alanin + Asparaginsaure keine 
derartige Férderung ergibt. Vergleicht man den Sauerstoffverbrauch mit 
dem jeweiligen Substratverbrauch, so kann man keine Parallelitit fest- 
stellen. Gibt man z. B. Glutaminsiure allein, so werden in 5 Std etwa 
90°% = 1215 y verbraucht und dabei 637 mm* O, zusitzlich aufgenom- 
men. Bei der Kombination der 4 Verbindungen entspricht einem zu- 
sitzlichen O,-Verbrauch von 775 mm* das Verschwinden von 90% 


Tabelle 4. Aminosdwre-Kombinationen 


| 120 min 255 min 
Ansatz Substrat O,-Verbrauch Rest O,-Verbrauch Rest 
in mm* in % in mm* in % 
I Alanin 452.8 30 990,7 20 
II Asparaginsaure 447.9 30 900,2 20 
II Glutaminsiure 533,4 | 30 1116,2 10 
IV Phenylalanin 365.5 / 50 | 526,6 30 
V Alanin 20 10 
Asparaginsaure 678,0 | 5 1254,7 ~- 
Glutaminsaure — — 
Phenylalanin | 50 | 30 
VI Alanin 657,9 30. |. 1099,7 20 
Asparaginsaure | 20 | 20 
VIL Alanin 576,7 20 998,0 = 
Phenylalanin 50 40 
VIII Glutaminsaure 623,4 5 | 1030,4 —- 
Phenylalanin 40 30 
IX Asparaginsiure 627.6 5 841,8 — 
Phenylalanin 40 30 
x Leer 265,9 | 479,5 
XI Pepton | 7796 | 1465,7 


= 1215y Alanin, 100% = 1350 y Asparagin- und Glutaminsiure und 
70% = 950 y Phenylalanin. Die Einbauleistung je oxydativ umgesetzten 
Substrates wird also erheblich verbessert, wenn die passenden Kom- 
ponenten zum EiweiSaufbau vorhanden sind. Dabei scheint Phenylalanin 
eine wesentliche Rolle zu spielen. 

In einigen Versuchen wurden Kombinationen von Kohlenhydraten 
und Aminosiiuren untersucht. Es ergab sich aber weder eine signifikante 
Atmungssteigerung, noch ein vermehrter Einbau der Aminosiuren. Auch 
dieser Befund beweist, dai die Begrenzung des Aminosiiureeinbaues nicht 
in der Energielieferung aus dem Atmungsstoffwechsel, sondern in der 
begrenzten Transaminierungsfihigkeit liegt. 

Obwohl die oben angefiihrte Kombination von 4 Aminosiuren den 
Atmungsstoffwechsel mehrere Stunden lang auf optimalem Niveau zu 
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halten vermag, geniigt sie nicht, um Wachstum zu ermoglichen. Tab. 5 
gibt das Ergebnis einiger Kulturversuche mit verschiedenen Kombina- 
tionen wieder. Selbst bei Zusatz von Riboflavin ist der Zuwachs in den 
Aminosiuregemischen minimal. Auch Pepton allein fiihrt im Vergleich 
zu Hefeextrakt-Pepton-Wasser nur zu schwachem Wachstum, wie bereits 
eingangs erwahnt. Caulobacter diirfte demnach sowohl bestimmte Vit- 
amine als auch einige essentielle Aminosduren zum optimalen Wachs- 
tum benotigen. Bei diesen hohen Ernahrungsanspriichen kénnte er sicher- 
lich nicht in so ,,armen‘‘ Medien wie See-, Leitungs- oder gar destilliertes 
Wasser leben, wenn er nicht die Fahigkeit zum Parasitismus besiBe. 


Tabelle 5. Zuwachs in Aminostiuregemischen (in Prozent des Ausgangswertes) 


Nahrlésung 24 Std 72 Std 10 Tage 

Glutaminsaure, Asparaginsaure, Alanin, 

Ehenydalanin, (iyrosin ) cols erty su eis =. 8,25 12,25 11,5 
Glutaminsaure, Asparaginsaure, Alanin, 

iMaiagdeienabiele: Slate ne ion hots. re a5) Net 7,0, 
Glutaminsaure, Asparaginsaure, Alanin, 

AV EOSI Toe Ah tea: ict PLS Beibee ded cL bans be 5,5 8,0 7,5 
Glutaminsaure, Asparaginsaure, Alanin, 

Phenylalanin, Tyrosin + Riboflavin (10-4). 5,0 12,0 12,0 
Glutaminsaure, Asparaginsaure, Alanin, 

Phenylalanin, Tyrosin + (NH,),SO, ... . 6,0 12,0 12,5 
Glutaminsaure, (doppelte Menge) Alanin, 

Asparaginsaure, Phenylalanin, Tyrosin . . . 5,0 12,25 11,75 
OD youbeptonlosunge. ys «meee Gl Sites. a 22,0 41,0 30,5 
Hefeextrakt-Pepton-Wasser. ........ 93,5 103,0 130,5 


Einen Vergleich der bei Zusatz verschiedener Substrate erreichten 
maximalen Atmungsgeschwindigkeiten erméglicht Tab. 6. Neben den 
Qo,-Werten, bezogen auf Gesamt-N, ist auch der Prozentsatz der im 
gleichen Ansatz erzielten Peptonatmung und die Konzentration, bei der 
die betreffende Atmungsintensitit gemessen wurde, angegeben. 


c) Empfindlichkeit gegeniiber Fermentgiften 


Die Verwendung verschiedener Atmungsgifte mit mehr oder weniger 
gut bekanntem Wirkungsmechanismus hat in den letzten Jahren viel 
zur Aufklirung des Atmungsstoffwechsels beigetragen. Die Empfindlich- 
keit, bzw. Resistenz gegeniiber derartigen Giften kann als Anhaltspunkt 
dafiir dienen, ob gewisse Abbauwege von dem betreffenden Organismus 
eingeschlagen werden oder nicht. Als Gifte des Kohlenhydratabbaues 
nach dem Emppren-MryernHor-Schema wurden Monojodessigsiéure und 
Fluorid, zur Hemmung der dehydrierenden Decarboxylierung der Brenz- 
traubensdure zur Essigsiure wurde Arsenit, als Schwermetallgifte KCN 


86 A. Hunp und O. KANDLER: 


und 0-Phenanthrolin, als allgemeines Phosphorylierungsgift Arsenat und 
zur Entkopplung der Atmungskettenphosphorylierung 2,4-Dinitrophenol 
und Azid verwendet (vgl. James, 1953). 


Tabelle 6. NQ0,-Werte fiir die gepriiften Substrate 


Hochster | Prozent der Fetes xe 
Verbindung erreichter Pepton- Substrate in Mol 
N02 atmung Zugabe 
| 
Zucker 
Ara binos6 i: meee i Loe ae 22.0 33,8 45 3-10-14 
NVIOSE Vetere, atts pe eet ee ae 26,0 40,0 50 3°10 
rnGuose: saieas) i ae ayes 29,0 44,6 15 3-101 
Galaktoseypn uns sleoviensinrseomre 32,0 49,2 10 3-10-14 
Glucdset: “32k eens cee 30,0 46,1 50 3-10-14 
Lactose): settee 5 20,5 3H es 10 3°10-1 
MAannOs6) cites we Mirecal oe @ Ceare 23,0 Spee 15 3-10-21 
Gellobiose! pee atacune seine ste: 49,0 76,2 45 3-10-1 
Maltose ts: seen) 5, oan 40,0 61,5 20 3-10-12 
Rhamnoses eee 4 CES. i 21.5 33,1 10 3-10-14 
Staitke screen ie tere or ee 44,0 67,3 45 3°10 
Alkohole 
Motnanol © verre asc alte a. = 25,0 41,6 10 4-101 
Athanol), veer create ts ds 27,0 45,0 10 2,7°10-4 
Glycerin. sPterens) cic MAME, 2.) 2 25,0 41,6 10 1,4-10-1 
Organische Saiuren 
Ameisensiture . ....7. .. 151 25,7 30 1-10-71 
Apfeisiure daniel) eee 2). 29,5 49,1 | 15 1-104 
Bernsteinséures,. 3 = < ayes. - 18,5 27,0 20 1-10-1 
Brenztraubensiure. .... . 20,5 34,1 | 15 1-10-41 
Citronensaures, oc. «5.» neo 11,5 19,1 10 1,107 
SSICSAUTO. 4. 4 0. s : ae SPA mie eS 15 1-10- 
Mumarshtres. Shh, Ve oay 17,5 29,2 15 1-10-1 
Milchséure ‘so, °<). ws). fate 5,0 8,3 30 1-10-1 
Oxvalavurelaeateemn el alee Duc 14,5 24,1 20 1-10-14 
IProplOnsa Ure me rs die bola 8,3 13,8 45 1510-1 
Weinséure. .... 4 Gari Yet 10,5 17,4 45 1-10-11 
Aminosauren 
LATIN eee Broke Mate east 38,5 62,0 10 1-10-14 
ABPOLAQIY wa. Hee re 27,5 50,0 10 1>10* 
Asparaginsiure ....... 26,5 48,1 10 1-10-14 
Ghataminit A atl. teeedeukew! 42,5 68,5 10 1-10-21 
Glutaminsiure. . . . . 7 52,5 84,5 35 1-10-1 
(Cea ee ae Sra , 30,5 49,1 10 1-10-14 
MSOCGIIen” 1 Trai, ne te eee 32,5 52,4 10 1-107 
Mevhionin =. en ene ee iat 24,5 44,5 10 1-10-14 
DyvOsiness Mast PERE ane yaa! 64,0 103,2 10 1-10-71 
Pepto PM SHS Leyes 60,5 100,0 40 0,5% 
Leér’t, ARQ hee BA 12,5 20,6 50 
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Die Wirkung der Gifte wurde in doppelter Weise geprift. Zunichst 
im Wachstumstest, in dem auf Hefeextrakt-Pepton-Agar, der mit ver- 
schiedenen Konzentrationen der einzelnen Gifte versetzt war, Caulo- 
bacter aufgeimpft wurde. Dann aber auch durch direkte Atmungsmessung. 
Dabei wurde den Suspensionen 0,5% Pepton zugesetzt und 30 min die 
Atmung gemessen. Dann wurde das Gift aus dem seitlichen Ansatz in 
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Abb. 15. Hemmung der Sauerstoffaufnahme durch verschiedene Gifte, § = 27°C 


die Atmungstrége gekippt und der O,-Verbrauch der Folgezeit auf die 
als 100% gesetzte Ausgangsatmung (O,-Verbrauch in den ersten 30 min) 
bezogen. Abb. 15 zeigt, daB Caulobacter gegen alle Gifte stark empfindlich 
ist. Der Wachstumstest lieferte die gleichen Ergebnisse. Demnach diirfte 
der Atmungsstoffwechsel von Caulobacter im wesentlichen nach den 
tiblichen Mechanismen verlaufen. 


Schlu8betrachtung 


Die vorliegenden Untersuchungen bestiitigen die Anschauung Hov- 
winks, da8 es sich bei Caulobacter tatsichlich um ein ektoparasitisches 
Bakterium handelt, das vorwiegend grampositive Bacillen befallt und 
diese aussaugt. Entgegen den Befunden von Gruxa u. Mitarb. (1954) 
wichst der von uns untersuchte Oaulobacter-Stamm nicht in einfachen, 
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synthetischen Nahrlésungen, sondern ist auf die Zufuhr verschiedener 
Vitamine und einiger essentieller Aminosiuren angewiesen. Es konnte 
allerdings bisher noch nicht festgestellt werden, welche dieser Verbin- 
dungen im einzelnen notwendig sind. 


Habituell erinnert Caulobacter stark an Hyphomicrobium, das kiirzlich 
von Mrvivus (1953) naher untersucht wurde. Man kénnte die Ausbildung 
des Stieles mit der Hyphenbildung vergleichen, doch dient bei Hypho- 
microbium die Hyphe nicht zum Anhaften, sondern es entsteht am Ende 
derselben ein neues Individuum. Ein derartiger Vorgang konnte bei 
Caulobacter in keinem Falle beobachtet werden. Die Vermehrung erfolgt 
ausschlieBlich durch normale Zweiteilung, die ihrerseits bei Hypho- 
microbium vollig fehlt. Auch die Ernéhrungsanspriiche beider Organismen 
sind grundlegend verschieden. Niedere Carbonsiuren, die von Caulobacter 
kaum umgesetzt werden, sind fiir Hyphomicrobium optimale Substrate. 
AuBerdem wachst letzteres nicht ohne Anwesenheit von CO,, das chemo- 
synthetisch assimiliert wird, waihrend Caulobacter vollig unabhangig von 
CO, wiichst, wie eigene Versuche zeigten. 


Trotz diesen physiologischen Unterschieden und der andersartigen Ver- 
mehrung durch Knospung kann eine nahere Verwandtschaft beider 
Formen nicht ganz ausgeschlossen werden. Schon HENRICI u. JOHNSON 
(1935) stellten sie zusammen zu den Caulobacteriales, und nach unseren 
heutigen Kenntnissen tiber die Beschaffenheit des Stieles bzw. der 
, Hyphe* ist die Zusammenfassung dieser beiden Formen berechtigter als 
die Einbeziehung der mit Schleimstielen versehenen tibrigen Bakterien- 
arten dieser Ordnung in eine gemeinsame systematische Einheit (vgl. 
BrerGeys Manual 1948). Bei einer Neugliederung sollte man eine schiirfere 
Trennung zwischen den Formen mit Schleimstielen und Caulobacter bzw. 
Hyphomicrobium, bei denen der Stiel ein Fortsatz der Zelle ist, durch- 
fihren und sie in getrennten Ordnungen unterbringen, worauf bereits 
friiher hingewiesen wurde (KANDLER u. Mitarb. 1954, HouwrnK 1955). 
Bemerkenswert erscheint uns, daB die Stiele beider Formen eine Innen- 
struktur in Form dichterer ,,Querbalken* aufweisen, die bei Hypho- 
microbium etwas breiter und haufiger sind als bei Caulobacter und viel- 
leicht als Hinweis auf die Homologie beider Bildungen gewertet werden 
konnen. 


In ernéhrungsphysiologischer Hinsicht nimmt der von Bowmrs u. 
Mitarb. (1954) bentitzte Caulobacter-Stamm eine vermittelnde Stellung 
zwischen unserem Stamm und Hyphomicrobium ein, da er nicht para- 
sitiert und mit Ammonsulfat als alleiniger Stickstoffquelle lebt. Es ist zu 
hoffen, da in Zukunft noch mehrere Stiimme ,,gestielter“ Bakterien 
isoliert und untersucht werden kénnen und daf sich dann auch bessere 
Ansatzpunkte fiir eine systematische Einordnung ergeben. 
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Zusammenfassung 


Bei fortlaufender Beobachtung von Mikrokulturen im Phako konnte 
festgestellt werden, daB der von Houwinx isolierte Caulobacter-Stamm 
tatsachlich auf Bacillen parasitiert und diese tétet. Befallen werden aus- 
schlieBlich grampositive Bakterien. Die Befallfreudigkeit hangt vom 
Alter, den osmotischen Verhaltnissen und der Substratversorgung ab. 

Bei saprophytischer Ernaihrung miissen Aminosiuren und Vitamine 
zugefihrt werden. Es gelang bisher nicht, einen vollsynthetischen Nahr- 
boden zu finden. 

Kohlenhydrate und niedere Carbonsiiuren werden nur mit geringer 
Geschwindigkeit veratmet, wihrend Aminosauren sehr gute Substrate 
sind. Caulobacter kann wahrscheinlich einige Aminosiuren nicht selbst 
synthetisieren, da eine Aufnahme von einzelnen Aminosiuren iiber 
langere Zeit hin nur dann erfolgt, wenn andere zugegeben werden. So 
wird z. B. Asparaginsaéure und Alanin erheblich rascher eingebaut, wenn 
gleichzeitig Phenylalanin geboten wird. Letzteres dient dabei nicht ein- 
fach als Energiequelle, denn es 1a8t sich nicht durch Kohlenhydrate 
ersetzen. 

Die Empfindlichkeit gegen eine Reihe von Atmungsgiften bekannter 
Wirkungsweise macht es wahrscheinlich, daB der Atmungsstoffwechsel 
nach den bekannten Mechanismen ablauft. 

Auf eine eventuelle nihere Verwandtschaft mit Hyphomicrobium wird 
hingewiesen und die systematische Stellung kurz diskutiert. 


Herrn Direktor Dr. B. Freyrac méchten wir hier fiir die zeitweilige Uber- 
lassung eines Arbeitsplatzes herzlichen Dank sagen. 
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Untersuchung iiber die Bildung des Actinomycins X 


Uber die Beeinflussung 
des Komponentenverhiltnisses beim Actinomycin X durch Variation 
der mikrobiologischen Kulturbedingungen 


Von 
H. H. MARTIN und G. PAMPUS 


Mit 12 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. Marz 1956) 


Durch BrocKkMANN u. Mitarb. (1949—1955) sind wahrend der letzten 
Jahre in einer gréBeren Sammlung von Streptomyceten verschiedenster 
Herkunft insgesamt 29 Strahlenpilz-Kulturen aufgefunden worden, die 
rote, antibiotisch wirksame Actinomycine bilden. Aus diesen Organismen 
wurden drei verschiedene Gruppen von Actinomycinen in kristallisierter 
und nach den Kriterien der klassischen organischen Chemie einheitlicher 
Form isoliert und als Actinomycin C, Actinomycin X und Actinomycin I 
bezeichnet. Bei Anwendung moderner Trennungsverfahren wie der 
fraktionierten Gegenstromverteilung und der Verteilungschromato- 
graphie stellte sich jedoch heraus, daB jedes der drei Actinomycin-Ge- 
mische in eine Anzahl reiner Actinomycine zerlegt werden kann, die sich 
in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften recht ahnlich 
sind. Actinomycin X besteht in der Hauptsache aus den drei Kompo- 
nenten X», X, und X,, daneben findet sich in geringer Menge noch eine 
Reihe von sogenannten ,,Nebenactinomycinen“™, die nach ihrer Lage im 
Verteilungschromatogramm als Xoa, Xja, X3 und X,; bezeichnet werden 
(BROCKMANN 1954). 

Bei der chromatographischen Reinigung des rohen Actinomycin X 
durch Adsorption an Aluminiumoxyd der Aktivititsstufe II (BrocK- 
MANN 1941) stellten wir fest, daB ein Teil des Actinomycins besonders 
fest am Adsorbens haftet und sich nur mit Aceton oder Methanol eluieren 
1aBt. In dem Acetoneluat findet sich fast das gesamte Actinomycin Xo. 
Diese Beobachtung lieB vermuten, daB Actinomycin X, zusitzlich 
funktionelle Gruppen enthilt, die fiir die starke Adsorption am Alu- 
miniumoxyd verantwortlich sind und die allen anderen Actinomycinen 
fehlen. Kine genauere Untersuchung der Eigenschaften des X, scheiterte 
zunichst an der geringen Menge der zur Verfiigung stehenden Substanz. 
Wir wollten deshalb untersuchen, ob man auf mikrobiologischem Wege 
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durch Auswahl geeigneter Streptomycetenstimme oder durch Variation 
der Kulturbedingungen die Bildung eines bestimmten Actinomycins auf 
Kosten der anderen férdern und so auch zu einer héheren Ausbeute an 


X, gelangen kann. 
Methodik 


Zur Kultur der Actinomycin liefernden Streptomyceten wurden folgende Nahr- 
lésungen verwendet: 1. Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung nach O. v. Prorno (1940). 
Nach Zusatz von 1,5% Agar diente dieses Nahrmedium auch als Substrat fiir die 
Stammkulturen der untersuchten Streptomyceten. — 2. Modifizierte CzapEK- 
Txom-Nahrlésung. An Stelle von Saccharose wurde Glycerin als Kohlenstoffquelle 
verwendet. — 3. Glycerin-NaNO,-Nahrlésung nach LinDENBEIN (1952). — 4. Hafer- 
flocken-Agar nach Ktsrrr}. 20 g Haferflocken werden in 1 Liter Leitungswasser 
20 min gekocht, filtriert und das Filtrat wieder auf 1 Liter aufgefiillt. Danach 
werden 15—20 g Agar zugesetzt und gut verkocht. Der Nahrboden wird auf px 7,2 
eingestellt. — 5. Glucose-Pepton-Agar nach Kurzner u. Kister!: 1% Glucose, 
1,2% Pepton Brunnengraber, 0,6% Probacit ,,Maggi“, 1,5% Agar. (Abweichungen 
sind bei den einzelnen Versuchen angegeben.) 

Alle Nahrlésungen wurden auf ein Anfangs-px von 7,2 eingestellt. In den meisten 
Fallen fiigten wir den Medien 5—10% Hefekochsaft zu, der nach der Vorschrift 
von Dippens u. Lopp=rR (1942) hergestellt wurde. 

Wir verlieBen das bisher (BRocKMANN u. Mitarb. 1949—1955) geiibte Verfahren 
der Actinomycinproduktion in Oberflachenkultur zugunsten der Submersmethode 
in Form der Schiittelkultur und der Submerskultur. 

1. Schiittelkultur. 1-Liter-Erlenmeyerkolben mit je 150 cm’ Nahrl6sung wurden 
auf einer Reziprok-Schiittelmaschine mit einem Ausschlag von 8 cm und einer 
Frequenz von 100 Schiittelbewegungen je Minute geschiittelt. 

2. Submerskultur: in 15-Liter-Fermentern wurden 101 Nahrlésung beliiftet und 
mechanisch geriithrt, dabei konnten Luftzufuhr und Riihrgeschwindigkeit variiert 
werden. 

Das Impfmaterial fiir beide Submersverfahren wurde durch Schiittelkultur ge- 
wonnen. Zur Anzucht verwendeten wir jeweils eine Nahrlésung von der gleichen 
Zusammensetzung wie fiir die spiter zu beimpfenden Ansiatze. Von einer Agar- 
Stammkultur wurde eine erste Serie von Schiittelkolben beimpft und von deren 
Submersmycel nach 2tagiger Kultur je 1 cm* auf eine zweite Serie von Schiittel- 
kolben iibertragen. Nach abermals zweitaigigem Schiitteln wurden mit dem ge- 
bildeten, feinflockigen Mycel die eigentlichen Ansitze beimpft: die Schiittelkolben 
durch Einpipettieren von je 1 cm? je Kolben, die 15-Liter-Fermenter mit dem ge- 
samten Inhalt von 2 Schiittelkolben. Wir verfolgten an den wachsenden Kulturen 
die Zunahmen des Myceltrockengewichts, das py, den Glycerinverbrauch (DIMatR 
1940) und die Menge des gebildeten Actinomycins. 

In den beiden Submersverfahren wurden groBe Mengen griingelben bis dotter- 
gelben Mycels mit einem hohen Gehalt an Actinomycin X gebildet. Zur Gewinnung 
des Gesamtactinomycins wurde das Mycel von der Nahrlésung abzentrifugiert, das 
feuchte Sediment in Aceton suspendiert, mazeriert und zentrifugiert. Nach mehr- 
maligem Wiederholen des Arbeitsganges war das im Mycel enthaltene Actinomycin 
quantitativ in Aceton iiberfiihrt. Das Aceton wurde im Vacuum abdestilliert, der 
Riickstand mit dem Kulturfiltrat vereinigt und das Actinomycin durch mehr- 
maliges Ausschiitteln mit Butylacetat extrahiert. Die Actinomycin-Lésung wurde 
im Vakuum bis auf wenige Kubikzentimeter eingeengt und mit Petrolather versetzt. 
Dabei fiel das Actinomycin aus, wahrend stérende Lipoidstoffe in Lésung blieben. 


1 Persdnliche Mitteilung. 
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Die Actinomycinausbeute wurde entweder gravimetrisch nach chromato- 
graphischer Reinigung an Aluminiumoxyd oder bei kleinen Mengen aus der anti- 
biotischen Wirksamkeit gegen Staphylococcus aureus bestimmt, wobei wir uns auf 
ein kristallisiertes Actinomycin X-Praparat (Komponentengemisch) als Standard 
bezogen. Zur schnellen Identifizierung der Actinomycine, die von den verschiedenen 
Stémmen unserer Sammlung gebildet wurden, verwendeten wir die von Brock- 
MANN u. GRONE (1954) entwickelten papierchromatographischen Methoden. Da 
eine Unterscheidung der Actinomycine X und I in dem Lésungsmittelsystem n- 
Dibutylather + Butanol (3: 2)/10%ige Natrium-m-kresotinat-Lésung nicht ohne 
weiteres méglich war, weil die Hauptkomponenten der beiden Actinomycine: X, 
und I, bzw. X, und I, hier die gleichen Laufgeschwindigkeiten besitzen, benutzten 
wir noch ein zweites Losungsmittelpaar: Butylacetat + n-Dibutylather (3: 1) 
/10%ige Natrium-m-kresotinat-Lésung, in dem die starkste Komponente des Acti- 
nomycin I, das I,, mit der gleichen Geschwindigkeit wie X, lauft. Zwei Chromato- 
gramme mit verschiedenen Lésungsmittelsystemen erlauben eine eindeutige Unter- 
scheidung der Actinomycine I und X. 

Xv Kena Kanal 

X, un X, in einem 
X-Gemisch bestimmten wir bei gréBeren Actinomycinausbeuten nach Adsorption an 
Aluminiumoxyd gravimetrisch die Menge des mit Essigester (X, + X,) bzw. mit 
Aceton (X,) eluierten Actinomycins nach Abdampfen der Lésungsmittel. Standen 
nur kleine Actinomycinmengen zur Verfiigung, so trennten wir diese papier- 
chromatographisch in ihre Komponenten auf, schnitten die Actinomycinzonen aus, 
eluierten die Komponenten mit Methanol und colorimetrierten die methanolischen 
Actinomycinlésungen im Beckman-Spektralphotometer im Absorptionsmaximum 
des Actinomycins bei 446 mw. Da in dem vorkommenden Konzentrationsbereich 
(Extinktionen zwischen 0,37 und 0,06) die Extinktion der Konzentration des Acti- 
nomycins proportional ist, konnte das Komponentenverhiltnis direkt aus dem Ver- 
haltnis der Extinktionen berechnet werden. Bei héheren Actinomycinkonzen- 
trationen (> 0,05 mg/cm? = H > 0,88) ist dies nicht mehr méglich, weil das 
Lampert-Brmrsche Gesetz nicht mehr befolgt wird! 

Um zu entscheiden, ob eine im Chromatogramm auftretende orangefarbene Zone 
durch eine Actinomycin-Komponente hervorgerufen wird, bedienten wir uns der 
antibiotischen Diffusionsplatten-Methode nach GoopAuu u. Levr (1946). 

Aus dem Ringpapierchromatogramm wurde ein 1—2 mm breiter, radialer 
Streifen ausgeschnitten, die fragliche Zone mit Bleistift markiert und der Streifen 
auf einen mit Staphylococcus aureus beimpften Nahragar gelegt. Nach 36stiindiger 
Bebriitung bei 28° C konnte aus der entstandenen Hemmzone auf die antibiotische 
Wirksamkeit der Substanz und damit auf das Vorliegen einer Actinomycin-Kom- 
ponente im Chromatogramm geschlossen werden (Abb. 3 und 4). 

Bei diesen Chromatogrammen verwandten wir als Losungsvermittler eine 1% ige 
Lésung von Natrium-phenanthrensulfonat, weil das sonst benutzte Natrium-m- 
kresotinat selbst antibakterielle Eigenschaften zeigt. 


Zur Berechnung der Komponentenverhialtnisse 


Ergebnisse 
1. Morphologisch-systematische Beobachtungen an den 
Actinomycin X bildenden Streptomycetent 


Von den 29 Streptomyceten unserer Sammlung, die Actinomycin 
produzieren, bilden 15 Stimme Actinomycin X, die restlichen Acti- 


1 Jn Zusammenarbeit mit H. Kurzner. 
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Bildner ist noch nicht abgeschlossen, doch sollen einige Teilergebnisse 
hier angefiihrt werden. 

Fast alle Actinomycin X bildenden Stémme (mit Ausnahme der Kul- 
turen Ital 1130 und 1131) und ebenso die Actinomycin I-Produzenten 
besitzen als gemeinsames Merkmal die Fahigkeit zur Bildung eines 
braunschwarzen Pigmentes auf Pepton-haltigen Nahrbéden. 

Allen Actinomycin C-Bildnern fehlt diese Eigenschaft. Diese Unter- 
scheidung entspricht wohl der von WaxksMAN (1954) vorgenommenen 
Hinteilung der Actinomycin bildenden Streptomyceten in eine ,,chro- 
mogene“ und eine ,,achromogene* Gruppe. 

Innerhalb der X-bildenden Staémme JaBt sich eine Einteilung in drei 
Untergruppen vornehmen, deren Eigenschaften in Tab. 1 dargestellt sind. 

Zur Gruppe I gehoren die Stamme: Sétenich 3, Halde 1160, SV 1948 
und Am 634. Die Staémme sind unter sich recht einheitlich und morpholo- 
gische Varianten wurden nur selten beobachtet. Die Actinomycinausbeute 
aus diesen Kulturen ist ziemlich gering (im Mittel etwa 20 mg Actinomy- 
cin/Liter). In allen beschriebenen Merkmalen steht die I. Untergruppe dem 
Actinomycin I bildenden Stamm Imme 797 unserer Sammlung recht nahe. 

Gruppe II umfaBt die Stéimme: Wind 756, Din 452, Ag 2023, 2025, 
2026, 2027 und 2028. Diese Gruppe ist nicht so einheitlich wie die vorher- 
gehende, und spontan auftretende, morphologische Veranderungen 
kommen haufig vor. Durch Anwendung der von PFENNIG (1953) an- 
gegebenen Methode zur Gewinnung reiner Kolonien durch Membran- 
filtration von Sporensuspensionen und Aussaat der so voneinander ge- 
trennten und von Mycelfragmenten befreiten Sporen auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar konnten wir aus mehreren Staémmen der Gruppe II eine 
Anzahl von morphologischen Varianten isolieren, deren charakteri- 
stische Merkmale ein hellgelbes, samtiges Luftmycel und die Bildung 
eines intensiv olivgriinen, léslichen Pigmentes waren. Der griine Farb- 
stoff, der auch in fliissigen Medien auftrat, erschien uns deswegen be- 
merkenswert, weil wasserlisliche, griine Pigmente bei Streptomyceten 
und auch bei anderen Mikroorganismen recht selten anzutreffen sind. 
Die Stimme, die diesen Farbstoff bilden, sind aber sehr instabil und 
schlagen hiiufig nach wenigen Uberimpfungen in die Ausgangsform mit 
mausgrauem Luftmycel und goldgelbem, léslichem Pigment zuriick. 

Zur Gruppe III, der das braunschwarze Pigment aut Pepton-Nahr- 
béden fehlt, gehoren nur 2 Stimme: Ital 1130 und Ital 1131. 


2. Zusammensetzung des Actinomycin X aus verschiedenen 
Stimmen 
Wir stellten von allen Actinomycin X bildenden Stémmen kleine 
Mengen Actinomycin in ruhender Kultur und nach dem Submersver- 
fahren her und untersuchten sie papierchromatographisch. Dabei zeigte 
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Tabelle 1 
Pai A Oe MR he I 
. Gruppe I Gruppe II Gruppe III 
A. Morphologie | Wenig charakteristi- | Monopodiale Baum- | An mittelhohen, mono 


auf Haferflocken- 
Agar 


B. Habitus 
1) Haferflocken- 
Agar 


2) CzaPEK-THOM- 
Agar 


3) Glycerin- 
Glykokoll-Agar 


4) Glucose- 
Pepton-Agar 


5) Lackmus- 
Milch 


sches, aus mehr oder 
weniger langen, ge- 
raden oder seltener ge- 
wellten Hyphen be- 
stehendes ,,besenfér- 
miges‘* Mycel 


Gut bis maBig ver- 
sportes Mycel, unter- 
seits schwach gelb. 
Hellgelbes, lésliches 
Pigment. Luftmycel 
hellgrau oder schwach 
grinlich-gelb. 


Gutes Wachstum, 

Mycel unterseits hell- 
gelb, lésliches Pigment 
hellgelb oder fehlend. 
Sparliches, mehliges, 
hellgelbes Luftmycel. 


Knorpelig lichenoides 
Mycel, unterseits satt- 
gelb bis gelbbraun. 
Gelbes, lésliches Pig- 
ment. Diinnes, staubi- 
ges, cremefarbiges 
Luftmycel. 


Schwaches, krustiges 
Wachstum.  Braun- 
schwarzes, lésliches 
Pigment. Kein ver- 
sportes Luftmycel. 


In 5—9 Tagen koagu- 
liert. Keine oder nur 
schwache Peptonisie- 
rung. 


chen, teilweise auch 
langere, unregelmaBig 
verzweigte Lufthy- 
phen mit maBig lan- 
gen, fertilen, an den 
Enden umgebogenen 
Seitenasten. Spiralen 
bei _—_—- verschiedenen 
Stémmen mit unter- 
schiedlicher Haufig- 
keit. 


Krustiges Mycel, 
unterseits gelbgriin. 
Uppiges, samtartiges, 
mausgrau versportes 
Luftmycel. Lésliches 
Pigment schwach gelb- 


grin. 


Runzeliges Mycel, 
unterseits gelb, hell- 
gelbes lésliches Pig- 
ment. Luftmycel spar- 
lich, schwach  griin- 
lich oder fehlend. 


Uppiges, krustiges, 
runzeliges Mycel, 
unterseits braungelb 
oder gelbgriin. Lés- 
liches Pigment gold- 
gelb oder griingelb. 


versportes Luftmycel. 


MaBiges bis schwaches 
krustiges Mycel. 
Braunschwarzes, lés- 
liches Pigment. Maus- 
grau versportes Luft- 
mycel. 


In 13—18 Tagen voll- 
stindige Peptonisie- 
rung ohne vorherige 
| Koagulation. 


Samtartiges mausgrau 


podialen Baumchen 
sehr zahlreiche, kurz: 
gestielte winzige Spira: 
len mit 1—3 Wim 
dungen. 


Krustiges Mycel, 
unterseits schwach 
gelb-griin. Gelbgriines: 
lésliches Pigment. 
Diinnes, violettes Luft 
mycel, 


MaBiges Wachstum, 
Mycel unterseits fart 
los oder schwach gelk! 
griin. Diinnes, violette: 
Luftmycel. 


Uppiges, krustiges My 
cel, unterseits gelb bb 
braungelb. MaBig lés 
liches Pigment gola 
gelb. Uppiges samtige: 
grauviolettes Luftmy 
cel. ; 


Schwaches, krustiges: 
Wachstum. Mycel 

unterseits gelb. Lés 
liches Pigment mafil 
goldgelb. Luftmycel | 
sparlich oder fehlenc 


In 5—9 Tagen koagv 
liert. Peptonisierung; 
schwach oder fehlenc 
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sich, daB der relative Anteil der Hauptkomponenten und das Vorkommen 
von ,,Nebenactinomycinen‘ von Stamm zu Stamm durchaus verschieden 
ist. In bezug auf das uns besonders interessierende Actino- 
mycin X, konnten wir feststellen, da einige Stimme 
ein einfaches, im Chromatogramm einheitliches X, bil- 
deten (Abb. 1), wa&hrend dieses bei anderen Stimmen 
offensichtlich aus zwei Teilkomponenten bestand 


. . oe . . . . Lo 
(Abb. 2). Mit Hilfe der fiir Actinomycine charakteristi- 
schen Reaktionen (BROCKMANN 1954): Halochromie mit 
Xo xy 
L2 
Abb. 1. Actinomycin X Abb. 2. Actinomycin X Abb. 3. Abb. 4 
aus Ital 1131 aus Din 452 modif. Actinomycin X Actinomycin X 
Glycerin- Glykokoll CZAPEK-THOM- Asparagin aus Halde 1160 aus Din 452 
Schiittelkultur Schiittelkultur Diffusionsplattentest mit Papierchromato- 
o : ; Had (ee g grammen im System Butylacetat /1% 
Von auBen nach innen: Actinomycin Xz, Xi, Xo Na-Phenanthrensulfonat. Die Umriflinie 
Papierchromatogramme im System kennzeichnet den Bereich der jeweiligen 


Butylacetat + Dibutylather (3 :1)/10% Na-Kresotinat Hemmzone fiir die auf dem Mittelstiick an- 

gegebenen Chromatogramm-Bestandteile 
konz. Salzsiure, Griinfarbung mit Zinn-II-chlorid-Salzsdure-Loésung, 
antibiotischer Diffusionsplatten-Test, stellten wir fest, ob es sich bei 
diesen Zonen um Actinomycine oder um Begleitstoffe handelte. 

Abb. 3 und 4 zeigen die Ergebnisse der Diffusionsplatten-Teste von 
Papierchromatogrammen, die von den Actinomycinen X der Staémme 
Halde 1160 und Din 452 hergestellt wurden. 

In beiden Fallen besteht das X, aus zwei Komponenten. Bei Din 452 
verursachen diese trotz geringer raumlicher Trennung zwei deutlich ge- 
trennte Hemmzonen. Bei Halde 1160 dagegen ist nur im Bereich der am 
langsamsten wandernden X,-Zone eine Hemmwirkung zu erkennen. 
Demnach laBt sich das X, aus Din 452 papierchromatographisch in zwei 
X,-Actinomycine auftrennen, wihrend wir bei Halde 1160 ein Gemisch 
yon einem Actinomycin mit einer antibiotisch unwirksamen Substanz 
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vorfinden. Wir haben im folgenden das X) immer dann als Einheit be- 
handelt und bestimmt, wenn alle Teilkomponenten die Actinomycin- 
Reaktionen gaben. 

Inzwischen haben BROCKMANN u. Pampus (1955) das Actinomycin Xy 
durch Verteilungschromatographie an Cellulosepulver im praparativen 
Mafstab aufgetrennt und dabei eine ganze Anzahl verschiedener, neuer 
Actinomycin- Komponenten aufgefunden 
undzum Teilin kristallisierter Form isoliert. 


b ‘ ——— x 


Abb. 5. Actinomycin X aus 8. V. 1948 Abb. 6. Actinomycin X aus S. V.1948 
Glycerin- Glykokoll Glycerin-NaNO, 
Oberflichenkultur Oberflichenkultur 


Sektorenchromatogramm im System Butylacetat + Dibutylather (8 : 1)/10% Na-Kresotinat 


3. Beeinflussung der Zusammensetzung des Actinomycin X 

durch Variation der mikrobiologischen Kulturbedingungen 

Ausgehend von ziemlich variablen Kulturen Actinomycin C bildender 
Streptomyceten haben BROCKMANN u. PFENNIG (1953) vergeblich ver- 
sucht, durch Einsporkulturen zu reinen Linien zu kommen, die nur eine 
Komponente des Actinomycin C produzieren. Danach war nicht zu er- 
warten, daB man auf ihnlichem Wege unter den X-Bildnern ohne weiteres 
einen Stamm finden wiirde, der reines Actinomycin X, erzeugt. 


Wir versuchten daher, ausgehend von Stiéimmen mit deutlicher X,- 
Bildung, durch systematische Abwandlung der Kulturbedingungen den 
X)-Gehalt des erzeugten Actinomycins zu steigern. Bei manchen 
Stémmen beobachteten wir schon nach sehr einfachen Eingriffen er- 
staunliche Veranderungen in der Zusammensetzung des Actinomycins. 
Stamm SV 1948 erzeugt in ruhender Kultur in Glycerin-NaNO,-Nahr- 
l6sung ein fast nur aus der Komponente X, bestehendes Actinomycin 
(Abb. 6), wahrend in Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung in Oberflachen- 
und Submerskultur ein aus X9, X, und X, bestehendes Actinomycin 
gebildet wird (Abb. 5). 

Die weiteren Versuche iiber den EinfluB der Kulturbedingungen 
fihrten wir mit dem Stamm Din 452 durch, einem aus einer argen- 
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tinischen Erdprobe stammenden Streptomyceten, der neben X, und X, 
ein im Papierchromatogramm aus 2 Komponenten bestehendes Acti- 
nomycin X, bildet. 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Actinomycinausbeute vom C/N-Verhdltnis 


Rest- Trocken- Actinomycin 
Glycerin C/N glycerin Rest-KNO, Seow SeeTOb 
% yaehe % g/l msi ee 
$e 
0,5 2,4 — 0,21 1,9 17 TAA 
2 9,6 —- 0,08 8,7 38,6 15,1 
4 19,2 = = 11,8 48,3 8,3 
8 38,4 5,5 — 16,8 8,2 5,6 
Schiittelkultur: modif. CzapmK-THom, 0,64% KNO,, 0,5% CaCO,, 10% Hefe- 
kochsaft. 


a) Variation des Kohlenstoff-Stickstoff-Verhiltnisses 
in der Nahrlésung 

Der EinfluB verschiedener C/N-Verhiltnisse wurde in Schiittelkultur 
mit modifizierter CzapEK-THom-Nahrlésung untersucht. Dabei war die 
Konzentration der Stickstoff-Quelle in allen Fallen die gleiche. Nach 


einer Kulturdauer von 8 Tagen 
bestimmten wir das Mycel- 
trockengewicht, die Ausbeute 
an Roh-Actinomycin und den 
Anteil des gebildeten Actino- 
mycin X,. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 2 zusammengefaBt. 

In Abb.7 ist der zeitliche 
Verlauf der Actinomycinbildung 
(im Kulturfiltrat) und des Gly- 
cerinverbrauches unter dem Ein- 
fluB verschiedener C/N-Verhalt- 
nisse dargestellt. 

Mit steigendem C/N-Verhalt- 
nis nimmt die insgesamt ge- 
bildete Actinomycinmenge zu, 
aber auch die zur Erreichung 
maximaler Ausbeute notwen- 
dige Zeit. Ein Kohlenstoff- 
Stickstoff-Verhaltnis von etwa 
20 liefert die beste Actinomy- 
cinausbeute, denn jenseits des 
Optimums C/N = 20 verlauft 


die Fermentation so langsam, da héhere C/N-Verhiltnisse fir prak- 
tische Zwecke nicht brauchbar sind. Der Anteil des X, am Gesamt- 
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Abb. 7. Zeitlicher Verlauf der Actinomycinbildung 
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actinomycin wachst ebenfalls mit zunehmendem C/N-Verhdaltnis, doch 
liegt auch hier das durch die Ausbeute bestimmte Optimum bei 
C/N = 20. Die Actinomycinkonzentration im Kulturfiltrat zeigt ein 
Maximum bei vollstaéndigem Glycerinverbrauch oder kurz danach. 
Spiter nimmt die Menge des Antibioticums wieder ab. 


b) Der EinfluB der Stickstoffquelle 


Die Actinomycin X bildenden Streptomyceten haben in bezug auf die 
Stickstoffernahrung keine einheitlichen Bediirfnisse. Die optimale N- 
Quelle muB fiir jeden Stamm einzeln ermittelt werden. Tab. 3 zeigt den 
EinfluB8 zweier verschiedener N-Quellen, Glykokoll und KNO,, auf die 
Actinomycin X-Ausbeute der beiden Stéimme Wind 756 und Din 452 
nach 4tagiger Schtttelkultur. 


Tabelle 3. Actinomycin X-Ausbeute mg/L 


(N- Quelle NaNO) 


| Glycerin-Glykokoll | modif. CZAPEK-THOM 


DUR LS carne nee ws 15,8 44,2 
Wind (SERS. OS 60,5 24,5 


In einem weiteren Schiittelversuch wurde an Stamm Din 452 die 
Wirkung verschiedener Stickstoffquellen untersucht. Fiir die Berechnung 
der Konzentrationen der einzelnen N-Quellen legten wir ein C/N-Ver- 
haltnis von 20 zugrunde. Die Kulturdauer bis zum vollstiindigen Glycerin- 
Verbrauch betrug 9 Tage. Tab. 4 zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle 4. Abhdngigkeit der Actinomycinbildung von der N-Quelle 


Mycel- Komponentenverhiltnis 


N- Quelle End-py trockengewicht ‘ash cen es X, + X, 
g/L mg/L Xo 
KNO, 0,64% . 8,0 11,5 45,0 13,4 
(NH,),HPO, 

0140, je mes 7,2 8,5 84,0 5;2 
Asparagin 0,4% 7,5 8,6 82,1 4,9 
Glutaminsaure 

0,36% mit NH, 

auf px7,0neutr.| 6,8 10,8 29,0 4,75 
Glykokoll 0,5% 6,6 14,2 14,5 5,4 


Nahrlésung: modif. CzarnK-THom mit 4% Glycerin, 10% Hefekochsaft und 0,5% 
CaCO,. 


Asparagin und Ammoniumphosphat liefern die beste Actinomycin- 
ausbeute und gleichzeitig den héchsten Anteil von X, am Gesamt- 
actinomycin. Die Ernaihrungsbedingungen fiir bestes Mycelwachstum 
sind nicht die gleichen wie die fiir maximale Actinomycinbildung. Es 
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werden vielmehr mit denjenigen Stickstoffquellen die héchsten Mycel- 
ertrage erzielt, die die kleinste Actinomycinausbeute liefern. 


c) Die Bedeutung des py-Wertes 
und der Calcium-Konzentration in der Nahrlésung 


Bei der Actinomycin-Fermentation wird sehr bald nach dem Ein- 
setzen des Mycelwachstums und Glycerinverbrauchs das Auftreten von 
Saure in der Nihrlésung beobachtet. 
Bei Anwendung einer physiologisch 
sauren N-Quelle wie (NH,),HPO, 
treten schon nach einer Kulturdauer 26 
von 30 Std pxa-Werte von 5 und 
darunter auf, aber auch bei neu- 
tralen N-Quellen wie Asparagin 
kommt es, wenn auch etwas lang- 
samer, zu einer ahnlich starken py- 
Senkung. Nach Absinken des py auf 
weniger als 6 werden Wachstum, 
Glycerinverbrauch und Actinomy- 
cinbildung eingestellt. Deshalb ha- 
ben wir, um die Giarung aufrecht- 
zuerhalten, die Ansatze bei laufender mg/l 
pu-Kontrolle mit 20% iger steriler 
Soda-Lésung neutvralisiert. 

Der Versuch, das optimale, neu- 
trale pa durch Zugabe von CaCO, 
zu erhalten, schlug fehl, weil die 
abstumpfende Wirkung des Calcium- 7 2 r 
carbonat bis zu einer Gabe von log [mg Cacds/1] 

5 g/Liter nicht dazu ausreichte. Abb. 8. Verhiiltnisse der Actinomycine 

Dabei stellten wir aber fest, daB die = a i in Abhiingigkeit vom 

Menge des CaCO, das Verhiltnis  CaC0,-Gehalt der Nahrldsung. Schiittelkultur 
; ‘ mit Glycerin-Asparagin-Nahrlésung wie in 

der X-Komponenten beeinfluBt, wie Pape ecciedaner'? Lage 

es in Abb. 8 dargestellt ist. 

Mit steigender CaCO,-Dosis findet man eine Zunahme nicht nur des 
X,-Anteils am Gesamtactinomycin, sondern itberhaupt der hydrophilen 
Komponenten X, und X, gegeniiber dem hydrophoben X,. Dagegen wird 
die Ausbeute an Roh-Actinomycin bei Variation der Ca-Gabe in der 


Schiittelkultur nur wenig verandert. 
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d) Der EinfluB der Wuchsstoffe 


Das Wuchsstoffproblem findet in der Streptomyceten-Literatur wenig Be- 
achtung. Von verschiedenen Autoren sind eine Anzahl rein synthetischer Nahr- 
medien ohne Zusatz von Vitaminen oder komplexen organischen Stoffen beschrieben 

7* 
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worden, auf denen Streptomyceten gut wachsen und versporen (v. PLoruo 1940, 
PrimHAM 1948, WaksmMAN 1950, GorTLiB 1953). 

Die Wirkung von Wuchsstoffgaben auf die Bildung antibiotischer Substanzen 
durch Streptomyceten ist je nach Art des Antibioticums ganz verschieden. Beim 
Actinomycin C hat O. v. PLorHo (1950) die Wirkung komplexer Zusitze und reiner 
Vitamine untersucht mit dem Ergebnis, daB die Ausbeute des Antibioticums durch 
Hefekochsaft und mehr noch durch Corn Steep Liquor gesteigert wird. Das Mycel- 


N- Quelle KNO3 N- Quelle Asparagin 


is PSS Restglycerin 
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LN 


a“ 
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Abb. 9. Actinomycinbildung, Wachstum und Glycerinverbrauch unter dem Einflu8 verschiedener 
Wuchsstoff-Konzentrationen von 0%, 1%, 5% und 10% Hefekochsaft bei 0,4% Asparagin bzw. 
0,64% KNO, als N- Quelle in modif. CzAPHK-THOM-Niihrlésung 


wachstum blieb unbeeinfluBt. Zusiitze verschiedener reiner Vitamine waren ohne 
Wirkung. Nach Prmnnie (1953) sind Wuchsstoffe fiir die Bildung des Actinomycin 
C nicht notwendig, wihrend die Ausbeute an Actinomycin X durch Zusatz von 
Hefekochsaft zur Nihrlésung erheblich gesteigert wird. 

Wir haben die Wirkung eines komplexen Wuchsstoffzusatzes in Form 
von Hefekochsaft in modif. CzApeK-Tuom-Nahrlésung mit Asparagin 
bzw. KNO, als N-Quellen untersucht, siehe Abb. 9 und 10. Wachstum 
und Actinomycin X-Bildung treten auch in véllig wuchsstofffreier Nahr- 
losung ein, jedoch mit groBer, zeitlicher Verzégerung. Bei einem Zusatz 
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von 5% Hefekochsaft nimmt in Asparagin-Nahrlésung das Myceltrocken- 
gewicht um 78,5 % und die Actinomycinausbeute um 60,5 % zu. Bei KNO, 
als Stickstoffquelle betragen die entsprechenden Zunahmen beim 
Trockenmycel 73,5% und beim Actinomycin 92°% gegeniiber der Kon- 
trolle. Das Verhaltnis der Actinomycin-Komponenten wird jedoch durch 
den Wuchsstoff in einer fiir uns ungiinstigen Richtung beeinfluBt, indem 
der Anteil der hydrophilen Komponenten X, und X, am Gesamtacti- 
nomycin mit steigendem Zusatz von Hefekochsaft abnimmt. 
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Abb. 10. Die Anderung der Komponentenverhaltnisse mame — und — unter dem Hinfluf 
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0 
verschiedener Wuchsstoff-Konzentrationen 


Wir konnten vorerst noch nicht entscheiden, ob das rasche EHinsetzen 
des Mycelwachstums zu Beginn der Fermentation in der wuchsstoff- 
freien Asparagin-Nahrlésung auf der besonders guten Assimilierbarkeit 
des Kohlenstoffanteils dieser N- Quelle beruht, oder ob hier wie in anderen 
Fallen, [Koser (1942)], das Asparagin bzw. die Asparaginsadure selbst 


Vitaminwirkung zeigt. 


e) Der EinfluB von Magnesium- und Phosphatmangel 


Die Wirkung mangelhafter Magnesium- und Phosphaternéhrung auf 
die Actinomycinbildung wurde in Schiittelkultur mit modit. CzaPEK- 
Tuom-Nahrlésung und 0,4% Asparagin als N-Quelle untersucht. Ks 
wurde jeweils nur 4/,) der normalen Magnesium- und Phosphatmengen 
verabreicht, also 0,01% K,HPO, bzw. 0,005% MgSO, + 7 H,0. Die 
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Abb. 11 und 12 zeigen Papierchromatogramme der aus diesen Ansatzen 
gewonnenen Actinomycine (vgl. dazu Abb. 2). Bei dem unter Magnesium- 
mangel entstandenen Actinomycin fallt gegeniiber der Kontrolle (Abb. 2) 
vor allem die starke Zunahme von Actinomycin X, auf. Das unter 
Phosphatmangel gebildete Actinomycin enthalt ein im Papierchromato- 
gramm einheitliches Actinomycin X), umgeben von einer im sichtbaren 
Licht wenig auffallenden, schwach griingelben Zone, die im UV-Licht 
eine sehr starke, blaue Fluorescenz zeigt. Bestimmte Kulturbedingungen 
vorausgesetzt kénnen solche farblosen, stark fluorescierenden Substanzen 


a“ 
Abb. 11. Actinomycin X aus Din 452 Abb. 12. Actinonmycin X aus Din 452 
bei Magnesiummangel bei Phosphatmangel 
Papierchromatogramme im System Butylacetat + Dibutylither (3 :1)/10% Na-Kresotinat 


zum Hauptprodukt werden. Die chemische Untersuchung dieser Sub- 
stanzen ist noch nicht abgeschlossen. Unsere Befunde sprechen dafiir, 
dafs es sich um Vorstufen (BROCKMANN 1956) oder Abbauprodukte des 
Actinomycins handelt. 


f) Die Bildung von Actinomycin X im belifteten und 
gertthrten Fermenter 

Fir die Durchfithrung einer aeroben Fermentation stellt die Schiittel- 
kultur keine ideale Technik dar, weil aus mehreren Griinden eine optimale 
Sauerstoffversorgung des Kulturmediums nicht gewihrleistet ist 
(CHAIN 1952). Anders dagegen im beliifteten und geriithrten Gartank, in 
dem durch ausreichende Luftzufuhr und feinste mechanische Durch- 
mischung von Gas und Fliissigkeit jeder auftretende Sauerstoffbedarf 
gedeckt werden kann. Ein groBer Teil der dabei mitwirkenden Faktoren 
ist in neuester Zeit untersucht und auch quantitativ behandelt worden 
(CHAIN 1953, Finn 1954), andere Kinfliisse sind immer noch unberechen- 
bar, und miissen von Fall zu Fall empirisch bewaltigt werden. 
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Fiir unsere Versuche standen zwei verschiedene 15-Liter-Fermenter 
zur Verfiigung, von denen bei sonst gleicher Bauart der eine mit einem 
2fliigeligen, der andere mit einem 4fliigeligen Riihrer ausgertistet war. 
Dieser Unterschied in der Fermenter-Bauart beeinfluBte sowohl die Aus- 
beute an Roh-Actinomycin als auch das Komponentenverhiltnis. Im 
allgemeinen erhielten wir bei Verwendung der gleichen N ahrlosungen, 
wie sie fiir die Schiittelkultur als optimal! ermittelt worden waren, bei 
der Submersfermentation in den 15-Liter-Fermentern iihnliche oder 
etwas hohere Ausbeuten an Actinomycin. 


Tabelle 5. Submersfermentation 
Luftzufuhr: 3 l/min; Riihrgeschwindigkeit: 290 Umdrehungen/min 


N- Quellen 0,4 % Asparagin 0,4 % (NH,),HPO, 
a eens aa a rath be aaeie 2S 
g/L mg/L os g/L mg/L ae 
Fermenter mit | 
2-fliigeligem Riihrer 
Abbruch vor 
Glycerinverbrauch 17 26 3,3 20 47 6,4 
Abbruch nach 
Glycerinverbrauch 0 50 Sai 0 109 12,0 
Fermenter mit 
4-fliigeligem Riihrer 
Abbruch vor | | | 
Glycerinverbrauch 15 39 5,5 10 22 4,4 
Abbruch nach 
Glycerinverbrauch 0 ie 10,9 0 45 6,4 


Dient Asparagin als Stickstoffquelle, so wird die h6chste Ausbeute an 
Gesamtactinomycin im Fermenter mit 4fliigeligem Riihrer erzielt, bei 
Verwendung von (NH,),HPO, dagegen im Fermenter mit 2fltigeligem 
Riihrer. Damit entfallt die Méglichkeit, die unterschiedlichen Actinomy- 
cinertrage auf den bei den zwei Fermentertypen sicher verschiedenen 
Grad der Sauerstoffsattigung des Kulturmediums zuriickzufihren. 


Eine einfache Abhangigkeit der Actinomycin-Ausbeute von der Luft- 
zufuhr bzw. der Rithrerdrehzahl konnte bei einer Reihe weiterer Ver- 
suche ebenfalls nicht gefunden werden. Weiterhin ist Tab. 5 zu ent- 
nehmen, daB der Anteil des X, am Gesamtactinomycin im Verlauf der 
Fermentation mit steigendem Glycerinverbrauch abnimmt, und da er 
bei gleicher Nahrlésung in dem Fermentertyp am niedrigsten ist, der die 
héchste Ausbeute an Roh-Actinomycin liefert. 


1 Modif. CzareK-THom-Nahrlésung mit 4% Glycerin, Asparagin oder 
(NH,),HPO, als N- Quelle, 5% Hefekochsaft und 0,1% CaCO. 
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Verglichen mit der Kultur im Schiittelkolben hatte die CaCO,- Dosis 
in der Nahrlésung hier einen viel gréBeren EinfluB auf die Actinomycin- 
bildung. CaCO,-Gaben von mehr als 1 g/l, durch die in Schiittelkultur 
die giinstigsten Ausbeuten und Komponentenverhaltnisse erzielt wurden 
(Abb. 8), wirkten im Fermenter wachstumsverzogernd und ausbeute- 
vermindernd. 

Auf das Komponentenverhaltnis hat die Menge des zur Nahrlosung 
gegebenen CaCO, die gleiche Wirkung wie in der Schiittelkultur: Der 
Anteil des X, am Gesamtactinomycin steigt mit zunehmender CaCOs- 
Gabe. 


g) Antibiotische Wirksamkeiten der Actinomycine Xo, X, 
und X, 


Nach den oben beschriebenen Verfahren stellten wir eine groBere 
Menge Actinomycin X-Gemisch her und isolierten daraus nach den von 
BROCKMANN u. GRONE (1954) beschriebenen Methoden die reinen Acti- 
nomycine X,, X, und Xo,. 


Im antibiotischen Verdiinnungstest nach Scumipt u. Moyer (1944) 
ermittelten wir die folgenden minimalen Hemmkonzentrationen fiir 
Staphylococcus aureus. 


Actinomycin X, 4,55 (+ 0,25) - 10-> mg/em$ 
Actinomycin X, 7,15 (+ 0,25) - 10-> mg/cm? 
Actinomycin Xo, —-:19,4 (+ 2,0 ) - 10-5 mg/em$ 


SchluBbemerkungen 


Die Ergebnisse aller von uns durchgefiihrten Versuche zeigen deutlich, 
dafS praktisch durch jede Verainderung der mikrobiologischen Kultur- 
bedingungen sowohl die Gesamtausbeute an Actinomycin X als auch 
das Komponentenverhiltnis beeinfluBt werden. 


Mycelbildung und Actinomycinertrag zeigen einen recht ahnlichen 
zeitlichen Verlauf. Beide haben ein Maximum zur Zeit des vollstandigen 
Verbrauchs der Kohlenstoffquelle; nach Aufhéren des Mycelwachstums 
erfolgt keine Actinomycinbildung mehr. Unabhiingig von der gebotenen 
Stickstoffquelle ist der jeweils erzielte Mycelertrag der Actinomycin- 
ausbeute umgekehrt proportional. Diese Befunde sprechen dafiir, daB 
das Actinomycin X kein Abbau- oder Autolysenprodukt des Zell- 
KiweiBes ist, sondern daf seine Bildung als Seitenreaktion des assi- 
milierenden Stoffwechsels verliuft. Zwar ist die absolute Menge des 
Actinomycins im Vergleich zum Mycelertrag sehr gering, doch haben wir 
Grund zu der Annahme, daf die Actinomycin bildenden Streptomyceten 
neben dem durch seine Farbe und seine antibiotischen Eigenschaften 
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sehr sinnfallig auftretenden Actinomycin noch eine gréfere Menge dem 
Actinomycin nahe verwandter Stoffe bilden. Die Abzweigung der 
Gesamtmenge dieser actinomycin-aihnlichen Sekundarstoffe aus dem 
Baustoffwechsel kann durchaus einen Einflu8 auf die Wachstums- 
dkonomie der sie erzeugenden Streptomyceten haben, wie wir es bei der 
Anwendung verschiedener Stickstoffquellen beobachtet haben. 

Kin deutlicher Zusammenhang besteht weiterhin zwischen dem 
Actinomycinertrag und dem Komponentenverhiltnis. Stoffwechsel- 
hemmende oder -verlangsamende Einfliisse wie mangelhafte Wuchsstoff- 
versorgung oder erhdhte CaCO,-Mengen in der Nahrlésung verursachen 
eine geringere Ausbeute an Actinomycin X mit hohem Anteil an X, und 
X, bei wenig X,; dagegen fiihren Wachstumsbedingungen, die eine 
rasche Fermentation und eine hohe Actinomycinausbeute erlauben, zu 
einem Actinomycin mit hohem X,-Anteil und geringen Mengen X, und 
X,. Ahnliches gilt fiir den zeitlichen Verlauf ein- und derselben Fermen- 
tation, wo der Anteil des X, mit zunehmendem Glycerinverbrauch und 
steigender Actinomycinausbeute geringer wird. Wir schlieBen daraus, daB 
die Biosynthese des Actinomycin X méglicherweise tiber leichter wasser- 
lésliche Vorstufen und Komponenten in Richtung zunehmend schwer- 
ldéslicher Actinomycine verlauft. 


Anhang 
Konservierung von Streptomyces-Kulturen in Erde 


Eine bei uns haufig auftretende Schwierigkeit, die auch von anderen 
Autoren (WakKSMAN 1950) oft erwahnt wird, war der allmahlich oder auch 
plétzlich eintretende Verlust der antibiotischen Eigenschaften bei ver- 
schiedenen Streptomyceten unserer Sammlung im Verlaufe mehrmaliger 
Ubertragungen der Kulturen auf neue Nahrbéden. Dabei traten nicht 
selten gleichzeitig morphologische Veranderungen des betreffenden 
Stammes ein in Form von mangelhaftem Wachstum, Verlust des Luft- 
mycels oder einer Anderung der Pigmentierung. Die von LINDENBEIN 
(1952) beschriebene Regenerierung antibiotisch unwirksam gewordener 
Stamme durch Kultur auf Mangelnahrbéden leistete auch uns in spe- 
ziellen Fallen gute Dienste. Wir muBten aber bei mehreren Kulturen be- 
obachten, daB man mit dieser Methode auch das Gegenteil der ge- 
wiinschten Wirkung, ndmlich den vollstiindigen Verlust der anti- 
biotischen Eigenschaften erhalten kann, wenn die Ernahrungsbe- 
dingungen im Regenerationsnihrboden zu einer Selektion von anti- 
biotisch inaktiven Varianten aus der Streptomyceten-Population fihren. 
Man muB also, um mit der Methode der Mangelnahrbéden zum Ziel zu 
kommen, unter Umstiinden eine grofe Zahl verschiedener Substrate 
durchprobieren, in der Hoffnung, auf einen Nahrboden zu stoBen, mit 
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dem man wirklich eine Selektion der antibiotisch wirksamen Stamm- 
varianten erreicht. 

Eine direkte Methode zur Wiedergewinnung von Staimmen mit guter 
antibiotischer Wirksamkeit scheint die Herstellung von Einsporkulturen 
aus der ,,degenerierten’ Ausgangskultur zu sein. Dabei liefert das 
Kocusche Plattenverfahren mit membranfiltrierten Sporensuspensionen 
(PFENNIG 1953) ebenso gute Ergebnisse wie die mithsame EKinspor- 
isolierung mit dem Mikromanipulator. Sofern die physiologische De- 
generation der Ausgangskultur oder das Uberhandnehmen antibiotisch 
unwirksamer Varianten nicht zu weit fortgeschritten ist, werden Neu- 
isolierungen von sehr guter antibiotischer Aktivitat erhalten. Die 
Lagerung der regenerierten Stémme in tiblicher Weise auf Agar-Nahr- 
béden mit der notwendigen Uberimpfung in relativ kurzen Zeitabstiinden 
setzt natiirlich die Stamme erneut der Gefahr des Verlustes der anti- 
biotischen Eigenschaften aus. Auf der Suche nach einem Verfahren zur 
stabilen Konservierung sowohl unserer regenerierten als auch der neu 
isolierten Streptomyceten machten wir die besten Erfahrungen mit der 
Aufbewahrung in steriler Erde. 


Brauner, humushaltiger L6Blehm wurde luftgetrocknet, fein zermahlen und im 
Verhaltnis 1:1 innig vermischt mit gesiebtem, 24 Std in flieBendem Wasser ge- 
waschenen Sand mit einer TeilchengréBe von 0,1—1 mm Durchmesser. Das Ge- 
misch, das nach Messung mit der Glaselektrode ein py von 7,2 hatte, wurde in einer 
Hohe von 10 cm in starkwandige Reagensgliser 150 x 25 mm eingefiillt, die Glaser 
mit kurzen, festen Wattestopfen verschlossen und an 3 aufeinander folgenden 
Tagen je 1 Std bei 3 atii im Autoklaven sterilisiert. Danach waren die Erden 
steril. Hinmaliges, einstiindiges Autoklavieren bei 2,5 atii reichte zur Sterili- 
sation aus, wenn man nach BAKERSPIGEL (1953) zur Erde vor dem Sterilisieren 
25% ihres Wasserhaltungsvermégens an destilliertem Wasser gab. Diezu kon- 
servierenden Streptomyceten wurden in KonuE-Flaschen auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar kultiviert. 


Nach 14tagiger Inkubation bei 30° C wurden Luftmycel und Sporen in sterilem 
Wasser suspendiert und in die Erdréhrchen gegossen. Diese wurden dann 8 Tage 
bei 30° C bebriitet und anschlieBend im Vakuumexsikkator iiber konz. Schwefel- 
sure so weit getrocknet, bis das Lehm-Sand-Gemisch locker im Glas umge- 
schiittelt werden konnte. Die Réhrchen wurden mit Gummikappen luftdicht 
verschlossen. 


Auf diese Weise konnten wir nicht nur gut versporte Stiimme iiber 
einen Zeitraum von 1!/, Jahren unverindert erhalten, sondern auch 
andere Stimme, denen die Sporenbildung véllig fehlte; so z. B. Stamm 
Frank 1097, einen antibiotisch wirksamen Streptomyceten, der auf 
keinem der tiblichen Nahrbéden sporuliert und auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar ein iippiges, lichenoides, tomatenrotes und hochglinzendes Sub- 
stratmycel entwickelt. — Uber das Antibioticum aus Frank 1097 werden 
demnichst BrockMANN u. Costa berichten. — Wir suspendierten das 
derbe Mycel dieses Streptomyceten in sterilem Wasser und stellten davon 
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Erdkulturen in der beschriebenen Weise her. Abimpfungen nach 3, 6 
und 9 Monaten lieferten antibiotisch gut wirksame Kulturen des Stammes 
mit dem bekannten Habitus. 


Zusammenfassung 


Das Antibioticum Actinomycin X wird von einer Gruppe systematisch 
nicht einheitlicher Streptomyceten gebildet, die sich morphologisch und 
vor allem physiologisch durch das Vorkommen oder Fehlen eines schwarz- 
braunen Pigmentes beim Wachstum auf peptonhaltigem Nahrboden von- 
einander unterscheiden. Submerskulturen Actinomycin X-bildender 
Streptomyceten liefern unter dem Einflu8 systematisch variierter Er- 
nahrungsbedingungen, wie verschiedener Stickstoffquellen, Kohlenstoff- 
Stickstoff-Verhaltnisse und Wuchsstoffzusitze, sehr verschiedene Aus- 
beuten an Actinomycin und unterschiedliche Mengenverhaltnisse der 
Actinomycin-Komponenten Xo, X, und X,. Zu Beginn der Actinomycin- 
bildung und unter wachstumsverlangsamenden Bedingungen tiberwiegen 
die hydrophilen Komponenten X, und X,. Dagegen wird zum Zeitpunkt 
maximaler Actinomycinausbeute und unter Kulturbedingungen, die zu 
einer raschen Fermentation und hohen Actinomycinausbeute fihren, ein 
vorwiegend aus der hydrophoben Komponente X, bestehendes Actino- 
mycin vorgefunden. Die zeitlichen Maxima von Mycelertrag und Actio- 
mycinbildung stimmen iiberein. 

Es wird geschlossen, daB die Actinomycinsynthese durch eine Seiten- 
reaktion des assimilierenden Stoffwechsels erfolgt. 


Versuche zur Konservierung von Streptomyceten in Erde werden 


beschrieben. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann danken wir fiir seine groBziigige Unterstiitzung 
und fiir sein Interesse an dieser Arbeit. 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit mu dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklarung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. / 


Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzdgerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschrinken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgréBe erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 

Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Vorlesungen 
Uber Entwicklungsphysiologie 


Von Professor Dr. Alfred Kiihn, Tiibingen. Mit 477 Textabbildungen. [X, 506 Seiten 
Gr.-8°. 1955. Ganzleinen DM 43.60 


... Die lebendige Darstellung vermeidet jede Schematisierung. Dem Leser wird Tat- 
sachenmaterial in groBer Fille vorgelegt. Die Mannigfaltigkeit der deskriptiven und ex- 
perimentellen Tatsachen ist gemeistert durch die induktive und systematisierende Heraus- 
arbeitung der typischen Vorginge und der Funktionstypen. Nahezu 500 in einheitlicher 
- Manier hergestellte Abbildungen erlautern den Text und zeigen in eindringlicher Weise, 
da8 Wirkungen in der Entwicklung Gestaltungen sind. Die Liebe und Begeisterung des 
Autors haben ein faszinierendes Werk entstehen lassen, das jeden an der Biologie In- 
teressierten durch Inhalt und Form, durch Auswahl und Formulierung, durch Heraus- 
arbeitung des Gesicherten und der Probleme fesseln muB und manchen verfiihren wird, 
sich diesem — wie der Verfasser sagt — charakteristischen Zweig der modernen Biologie 


zuzuwenden. Professor Autrum — Wiirzburg, in ,,Berichte tiber die gesamte Physiologie 
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Das Leben der Gewachse 
Ein Lehrbuch der Botanik. Von Dr. phil. Friedrich Oehlkers, o. Professor der 4 


Botanik an der Universitat Freiburg i. Br. In zwei Banden. - ; ; 
Erster Band: Die Pflanze als Individuum. Mit 523 Textabbildungen. Vil, 463 Seiten 
Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 39.60 


Das vorliegende Buch versucht von der alten, sozusagen klassischen Einteilung der Botanik 
in Morphologie und Physiologie abzusehen, weil es sich dabei im Grunde genommen um 
eine Einteilung nach den Arbeitsmethoden handelt. Es gibt Sachgebiete, die gleichzeitig 
mit beiden Methoden bearbeitet werden miissen, ja, deren Wesen iiberhaupt darin besteht, 
daB ein staéndiger Wechsel der Methoden erfolgt. So hat das starre Festhalten an der tiber- 
kommenen Einteilung dazu gefiihrt, daB auch in den neueren Lehrbiichern der Botanik die 
Genetik keinen Platz hat. Darum scheint es uns angebracht, trotz der groBen Zahl der 
gegenwartig schon vorhandenen Lehrbiicher noch ein weiteres hinzuzufiigen, das eine Ein- 
teilung nach Sachgebieten vornimmt. 


Eine Gruppierung wird insofern versucht, als der 1. Band im wesentlichen die Pflanze als 
Individuum behandeln wird, der 2. Band hingegen die Pflanze in der Welt. GewiB ist auch 
eine solche Einteilung nicht mit aller Strenge durchfiihrbar; denn jede Pflanze ist als 
Lebewesen ein Individuum und jede Pflanze lebt in der Welt. In dem Augenblick, in dem 
man die funktionellen Beziige irgendeiner Erscheinung an einem Gewachs klarstellen will, 
wird eine Bezugnahme auf die Umwelt unumginglich sein. Dennoch werden die Pflanzen 
in ihrer individuellen Struktur in dem 1. Abschnitt des 1. Bandes, der sich mit der Gestalt 
der Individuen nach Entwicklung und Aufbau befaBt, am ausschlieBlichsten erfaBt werden. 
Im 2. Abschnitt des 1. Bandes dagegen, der die Grenzen der Gewachse behandelt, wobei — 
der Anfang als Fortpflanzung und Vererbung anzusehen ist, das Ende als Alter, Krankheit 
und Tod, wird die Blickrichtung auf die Umwelt schon vordringlicher. Im 3. Abschnitt 
endlich, der die Ursachen der Entwicklung behandelt, werden natiirlich auch die Eingriffe 
der sogenannten auBeren Bedingungen mit erértert werden miissen. 


In dem 2. Band wird sich das nun standig steigern und gerade das Leben in der Welt wird 
im wesentlichen Gegenstand der Erérterungen sein. Dieser Band soll mit dem Stoff- und — 
Energieumsatz beginnen. Es sollen sodann die Verainderungen der Pflanzen behandelt 
werden, die aus unmittelbaren oder phylogenetischen Zusammenhingen mit der Umwelt 
abzuleiten sind, ein Gebiet, das man als Okologie bezeichnet. Weiterhin werden die Be- 
ziehungen der Pflanzen untereinander erértert werden, also Soziologie, Symbiose und 
Parasitismus. Endlich wird ein Pflanzenkatalog gegeben werden miissen, das also, was man 
landlaufig mit Systematik bezeichnet, eine Geschichte der Pflanzenwelt wird sich an- 
schlieBen, und zuletzt die Grundziige einer angewandten Botanik, d. h. die Beziehungen 
zwischen der Pflanze und dem Menschen. Damit ware alles erschépft, was zu den Elementen 
der Botanik gehort. Es ist zu hoffen, daB der 2. Band etwa drei Jahre nach Erscheinen des 
1, Bandes beendigt sein wird. 
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